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Flow cytometric immunophenotyping (FCI) is a long-established method for 
diagnosis and classification of B-cell lymphomas. The method is rapidly evolving 
with better-performing flow cytometers. The development of markers is also fast. 
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1 
1 UVOD 
 
 
Limfociti so imunske celice, ki so zmožne natančno prepoznavati tujke in ob prepoznavi tudi 
ustrezno odgovoriti. Limfociti B nastanejo v kostnem mozgu, zorijo pa v kostnem mozgu in 
bezgavkah. Zaradi vnetnih in avtoimunih bolezni ter zaradi maligne transformacije limfociti 
v limfatičnih organih začno proliferirati. Limfocitne proliferacije zato razdelimo na ne-
neoplastične (reaktivne) in neoplastične (limfomi). 
 
Limfomi so bolezni, ki nastanejo zaradi nenadzorovane in prekomerne delitve limfatičnih 
celic. Zanje je značilna velika biološka variabilnost. Najpogosteje se diagnozo postavi s 
pregledom vzorca tkiva bezgavk in kostnega mozga. Za samo izbiro zdravljenja je hitra 
diagnostika limfoma ključnega pomena. Diagnozo limfoma se lahko postavi s citopatološko 
ali histopatološko preiskavo. Za višjo zanesljivost postavitve diagnoze pa se uporabi 
kombinacijo mikroskopske analize, imunofenotipizacije s pretočnim citometrom (IPC) in 
imunocitokemije (ICK), v posebnih primerih tudi molekularno-biološke analize. 
 
S pretočno citometrijo je mogoče analizirati celice, označene s protitelesi, na katera so 
vezane fluorescentne molekule. Eno celico lahko označimo z več fluorescentnimi protitelesi. 
Uporaba IPC v hematoloških laboratorijih se je pričela z razvojem protiteles (Pt) 
konjugiranih s fluorescentnimi barvili. V začetku so poznali zgolj en fluorokrom za 
označevanje Pt, danes pa so na voljo številni fluorokromi, ki oddajajo svetlobo različnih 
valovnih dolžin. Uporabnik lahko sestavi panel Pt, kjer je vsako Pt konjugirano z drugim 
fluorokromom. Dobimo številne informacije, ki nam omogočajo, da ugotovimo ali gre za 
reaktivne limfocitne proliferacije ali limfom in klasificiramo limfom. To nam prihrani čas 
priprave in analize vzorca, zmanjša število celic potrebnih za analizo in količino 
uporabljenih reagentov. Različni laboratoriji za IPC uporabljajo različne panele. Nekateri 
uporabljajo kompleksne panele s številnimi Pt, drugi enostavnejše z le nekaj Pt (Kurec, 
2014). 
 
V laboratoriju na Oddelku za citopatologijo, Onkološki inštitut Ljubljana (OIL), se trenutno 
za diagnostiko vzorcev aspiracijskih biopsij s tanko iglo (ABTI) bezgavk uporablja osnovni 
panel, ki je sestavljen iz 4 epruvet z različnimi 4-barvnimi mešanicami Pt (Kloboves 
Prevodnik, 2010). V literaturi lahko zasledimo, da v laboratorijih, kjer uporabljajo 
kompleksnejše panele s številčnejšimi Pt v le eni epruveti, poročajo o opaznem zmanjšanju 
porabe vzorcev, o manj težavah z nastavitvami naprav pa tudi čas analize vzorcev se bistveno 
skrajša (Benjamins in Keeney, 2014; Rajab in Porwit 2015; Rajab in sod., 2017). 
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2 
1.1 NAMEN DELA IN DELOVNE HIPOTEZE 
 
Namen naše naloge je bil sestaviti optimalno 10 barvno kombinacijo Pt za diagnostiko B-
celičnega limfoma (BCL) iz vzorcev ABTI bezgavk, s pomočjo katere bi izboljšali 
razlikovanje med reaktivnimi in neoplastičnimi limfocitnimi proliferacijami. Na ta način bi 
predvidoma zmanjšali število napačno postavljenih diagnoz, hkrati pa omogočili hitrejšo in 
tudi cenovno ugodnejšo pot do pravilne diagnoze. 
 
 
Delovne hipoteze, ki smo si jih zastavili, so sledeče: 
 
1. Z novim panelom bomo IPC lahko izvedli tudi pri  vzorcih z majhnim številom celic. 
2. Restrikcijo lahkih verig limfocitov B bomo opredelili na več različnih populacijah in s 
tem povečali zanesljivost metode 
3. Rezultati IPC meritev novega panela bodo korelirali z rezultati meritev 4-barvnega panela  
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2 PREGLED OBJAV 
 
 
2.1 IMUNSKI SISTEM  
 
Imunski sistem je obrambni sistem organizma, ki ima proti tujkom več obrambnih linij. Prvo 
obrambno linijo predstavljajo fiziološke pregrade, kot so koža, sluznice in njihovi 
protimikrobni mehanizmi. Če se tujek prebije mimo pregrad pride do imunskega odziva 
(Abbas in sod., 2016). 
 
Naloga imunskega sistema je varovanje organizma pred patogeni, kot so virusi, bakterije, 
glive in paraziti. Poleg obrambe pred patogeni, preprečuje tudi razrast tumorjev.  
 
Imunski sistem delimo na prirojeni in pridobljeni imunski sistem. Prirojeni imunski sistem 
je hiter in nespecifičen. Fagociti tujke, ki vstopijo v tkivo ali krvni obtok požrejo in sproščajo 
snovi, ki povzročijo vnetje. Celice ubijalke inducirajo v okuženih ali tumorskih celicah 
programirano celično smrt – apoptozo (Abbas in sod., 2016). Poleg fagocitov ter celic 
ubijalk, pa je za prirojeni imunski sistem pomembna tudi filogenetsko stara oblika obrambe 
– komplement. Komplement pospešuje fagocitozo, ojača vnetje ter sproži lizo tujka 
(Lydyard in sod., 2011).  
 
Poleg prirojenega imunskega odziva, se je pri vretenčarjih razvil tudi pridobljeni imunski 
odziv. Pridobljeni imunski odziv je specifičen, ima imunski spomin in se aktivira počasneje 
kot prirojeni (Abbas in sod., 2016). 
 
Molekulo, proti kateri se pojavi specifični (protitelesni ali celični) imunski odziv, imenujemo 
antigen (Ag). Za odziv na Ag so odgovorni limfociti. Razlikujemo dve skupini limfocitov, 
limfocite B in limfocite T (Jezernik in sod., 2012). 
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Limfociti B nastanejo in dozorevajo v kostem mozgu. V bezgavkah se srečajo z Ag. Iz 
limfocitov B dozorijo spominske celice B in plazmatke. Plazmatke so efektorske celice, ki 
izločajo Pt (Slika 1). Pt se specifično vežejo na Ag, jih označijo, temu pa sledijo biokemijske 
reakcije, ki označene Ag inaktivirajo ali razgradijo.  
 
Tudi predstopnje limfocitov T nastajajo v kostnem mozgu, od tam pa potujejo v timus, kjer 
dozorijo v limfocite T. V bezgavkah se tako kot limfociti B tudi limfociti T srečajo z Ag. 
Razlikujemo 2 vrsti celic T: citotoksične in pomagalke. Citotoksični limfociti T napadejo 
okužene celice in v njih povzročijo apoptozo. Celice T pomagalke (Tp) pa vzpodbujajo 
makrofage in limfocite B pri njihovem aktiviranju (Jezernik in sod., 2012). 
 
 
 
Slika 1: Slikovni prikaz diferenciacije celic B in ekspresija površinskih antigenov                                                
Legenda: GC…germinativni center.. (Edwards in sod., 2006)  
 
 
2.2 LIMFOCITI B 
 
Limfociti B nastanejo iz pluripotentnih hematopoetskih prekurzorskih celic v kostnem 
mozgu. Naivne celice B, ki zapustijo kostni mozeg migrirajo preko krvnega obtoka v vranico 
in druga tkiva, kjer dozorijo v sekundarnih limfatičnih tkivih (Lydyard in sod., 2011). Slika 
2 prikazuje diferenciacijo limfocitov B. 
 
Naivne celice B prepoznajo Ag s specifičnim imunoglobulinskim B-celičnim receptorjem 
(BCR). Ob nadaljnji navzočnosti Ag in ob pomoči celic Tp, pride do diferenciacije celic B 
v kratkožive plazmatke, ki tvorijo nizkoafinitetna Pt (predvsem IgM). To je hiter proces 
nastanka plazmatk, ki ga imenujemo zunajfolikularni odziv. Plazmatke proizvajajo velike 
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količine topnih Pt, ki se specifično odzovejo na Ag, ki je aktiviral starševsko celico B (Slika 
2). 
 
Dovolj velika aktivacija celic Tp pri zunajfolikularnem odzivu proizvede dovolj citokinov, 
da nekatere z Ag aktivirane celice B vstopijo v folikle, kjer so folikularne dendritične celice 
(FDC). FDC lahko dolgotrajno zadržijo Ag in so bistvene za nastanek spominskega odziva 
(spominskih celic), za preklapljanje Pt v razrede IgG, IgA in IgE ter za afinitetno 
dozorevanje Pt. Celice B, ki se aktivirajo na FDC, preidejo v masivno klonsko delitev. Hkrati 
z delitvijo poteka tudi preklop med Ig razredi in afinitetno zorenje celic B (Slika 2). 
 
Ob ponovnem stiku z Ag se spominske celice aktivirajo hitreje kot naivni limfociti B. Za 
aktivacijo ne potrebujejo celic Tp. V nekaj dneh po stiku z Ag se že diferencirajo plazmatke 
in ustvarjajo visoko afinitetna Pt (Sweldrow S.H., 2008). 
 
 
 
Slika 2: Slikovni prikaz diferenciacije celic B in povezava z razvojem napogostejših B-celičnih limfomov 
(Povzeto po Sweldrow S.H., 2008). 
Legenda: AG...antigen, B-ALL…akutna limfoblastna levkemija, GC…germinativni center, LPC…limfom 
plaščnih celic, FL…folikularni limfom, DVCLB…difuzni velikocelični limfom B,  HL…Hodgkinov limfom, 
LMC…limfom marginalne cone, KLL/DLL…kronična limfatična levkemija/drobnocelični limfocitni limfom, 
LPL…limfoplazmacitni limfom, MM…multipli mielom  
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2.2.1 Protitelesa  
 
Pt ali imunoglobulini so glikoproteini, ki se vežejo na Ag z visoko specifičnostjo in afiniteto. 
Poznamo pet razredov (izotipov) Pt na osnovi razlik v strukturi konstantnih regij (C) njihovih 
težkih verig: IgG, IgA, IgM, IgD, IgE. Najdemo jih v dveh oblikah:  
a) Pt, ki so del BCR, na primer: netopna oblika IgM.  
b) Topna Pt, ki jih izdelujejo plazmatke. Te se nahajajo v krvnem obtoku, telesnih 
tekočinah, tkivih, sluznicah. Vežejo Ag in nevtralizirajo telesu tuje snovi in 
preprečujejo vstop in širjenje patogenov (npr. topni IgG) (Lydyard in sod., 2011; 
Janeway CA Jr.in sod., 2001). 
Pt imajo tudi dva razreda (izotipa) lahkih verig, Kapa (κ) in Lambda (λ), ki se razlikujeta v 
terminalnih koncih C regij ( Janeway CA Jr.in sod., 2001). 
 
Mejna vrednost razmerja med površinskimi lahkimi verigami, ki limfocitne proliferacije 
razdeli na reaktivne in neoplastične,  je 3,6:1  za razmerje med κ  in λ ter  in 2,5:1 za razmerje 
med λ:κ (Brožič, 2016). Razmerje je porušeno pri bolnikih z BCL, zato se razmerje med 
celicami s κ-in λ-verigami uporablja za diagnostiko BCL ( Janeway CA Jr.in sod., 2001). 
 
Limfociti B lahko pri človeku proizvajajo več kot 1012 različnih Pt (Jezernik in sod., 2012). 
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2.3  LIMFOCITNE PROLIFERACIJE  
 
Limfocitne proliferacije delimo na neneoplastične (reaktivne) in neoplastične (limfomi). 
Najpogosteje jih najdemo v primarnih in sekundarnih limfatičnih organih; kostnem mozgu, 
bezgavkah, vranici, priželjcu, Waldeyerjevem limfatičnem obroču in Peyerjevih ploščah 
(Wilkins, 2016). 
 
V citopatologiji in histopatologiji se najpogosteje srečujemo z diagnostiko limfocitnih 
proliferacij v bezgavkah in kostnem mozgu. Najpogostejši vzrok za povečane bezgavke so 
okužbe z bakterijami, virusi, paraziti. Primer reaktivne limfocitne proliferacije (RLP) je 
reaktivni limfadenitis. Ta je posledica odgovora na antigenske dražljaje iz okolja z 
nespecifično reaktivno proliferacijo limfatičnih celic. Proliferirajo lahko celice v 
folikularnih centrih ali celice v parakorteksu (Novaković in sod., 2009).  
 
Bezgavke se povečajo tudi zaradi nenadzorovanega deljenja celic limfatičnega tkiva. 
Maligni tumorji so heterogena skupina novotvorb, delimo jih pa lahko glede na izvor 
maligne celice ter histološko in klinično sliko. Klasifikacija Svetovne zdravstvene 
organizacije (SZO) limfome deli na: nezrele neoplazme celic B in T, zrele neoplazme celic 
B, zrele neoplazme celic T in NK celic, Hodgkinov limfom in neklasificirane neoplazme 
(Swerdlow in sod., 2008). Še vedno pa se tako v literaturi, kot v kliniki uporablja delitev na 
Hodgkinove in ne-Hodgkinove limfome (Jezeršek-Novaković, 2017). V Sloveniji sta najbolj 
pogosta difuzni velikocelični limfom B (DVCLB) in folikularni limfom (FL), ki spadata med 
zrele limfome B (Epidemiologija in register raka, 2015).  
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2.4 B-CELIČNI LIMFOMI  
 
B-celični limfomi (BCL) so klonske proliferacije spremenjenih naivnih, tranzicijskih, 
spominskih in efektorskih celic B.  Ker spremenjenih celic imunski sistem ne prepozna, prav 
tako pa se v njih tudi ne sproži programirana celična smrt, pride do nenadzorovane delitve 
celic (Swerdlow, 2008). Slika 2 prikazuje, na kateri razvojni stopnji celic B se razvijejo 
pogostejši BCL. 
 
Na podlagi zadnje klasifikacije limfoidnih novotvorb SZO (posodobljena 2016) (Jezeršek-
Novaković B, 2017) razdelimo zrele BCL v naslednje skupine:  
 
Kronična limfocitna levkemija B/drobnocelični limfocitni limfom 
Monoklonalna limfocitoza B* 
Prolimfocitna levkemija B 
Limfom obrobnih celic vranice (splenični limfom marginalne cone) 
Dlakastocelična levkemija 
Neklasificiran splenični limfom/levkemija B 
Difuzni drobnocelični B-celični limfom rdeče pulpe 
Variantna dlakastocelična levkemija 
Limfoplazmacitni limfom 
Waldenstromova makroglobulinemija 
Monoklonalna gamopatija neznanega pomena, IgM* 
Bolezen težkih verig µ 
Bolezen težkih verig γ 
Bolezen težkih verig α 
Monoklonalna gamopatija neznanega pomena IgG/IgA* 
Plazmocitom 
Solitarni plazmocitom 
Ekstraosalni plazmocitom 
Bolezen odlaganja monoklonskih imunoglobulinov* 
Ekstranodalni limfom marginalne cone /MALTom 
Nodalni limfom marginalne cone 
Nodalni limfom marginalne cone, pediatrični 
Folikularni limfom 
Folikularna novotvorba in situ* 
Folikularni limfom, duodenalni tip* 
Folikularni limfom, pediatrični tip* 
Velikocelični limfom limfocitov B s preureditvijo IRF4* 
Primarni kožni limfom folikularnih centrov 
Limfom plaščnih celic 
In situ novotvorba plaščnih limfocitov* 
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Difuzni velikocelični limfom B, brez drugih oznak 
Tipa germinalnih celic* 
Tipa aktiviranih limfocitov B* 
Velikocelični limfom B s presežkom limfocitov T 
Primarni difuzni velikocelični limfom B centralnega živčevja 
Primarni kožni difuzni velikocelični limfom B noge 
EBV pozitivni velikocelični limfom B* 
EBV pozitivni mukokutani ulkus* 
Difuzni velikocelični limfom B povezan s kroničnim vnetjem 
Velikocelični limfom B, tipa limfoidne granulomatoze 
Primarni mediastinalni (timični) velikocelični limfom B 
Intravaskularni velikocelični limfom B 
ALK pozitivni velikocelični limfom B 
Plazmablastni limfom 
Primarni efuzijski limfom 
HHV8 pozitivni difuzni velikocelični limfom B, brez drugih oznak* 
Burkitt-ov limfom 
Burkittovem limfomu podoben limfom z aberacijo 11q* 
Velikocelični limfom celic B z Myc in Bcl2 in/ali Bcl6 preureditvijo* 
Visokomaligni limfom B, brez drugih oznak* 
Neklasificiran limfom B, mejni primer med med difuznim velikoceličnim 
limfomom B in klasičnim Hodgkinovim limfomom* 
 
Legenda: *... spremembe glede na klasifikacijo iz 2008 
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2.5 IMUNOFENOTIPIZACIJA S PRETOČNIM CITOMETROM  
 
Metoda IPC je s hitrim razvojem fluorescentnih barvil konjugiranih s protitelesi, optičnih 
sistemov in računalniške tehnologije postala zelo pomembna diagnostična metoda v 
hematoloških laboratorijih.  
 
V osnovi je zelo podobna metodi fluorescenčne mikroskopije. Razlikuje se v tem, da je pri 
IPC odčitavanje celic hitrejše, objektivnejše in avtomatizirano (Kurec, 2014). Na OIL se IPC 
uporablja že od leta 1998. Za IPC se na podlagi mikroskopskega pregleda vzorca ABTI 
bezgavke odloči citopatolog. Uporabi se jo, kadar je morfologija celic sumljiva za limfom 
(Kloboves-Prevodnik, 2010). 
 
2.5.1 Pretočna citometrija 
 
Pretočno citometrijo se je najprej uporabljalo v hematologiji in pri diagnozi ter prognozi 
različnih vrst hematolimfoidnih neoplazem, kasneje se je njena uporaba razširila še na 
mnoga druga področja znanosti in industrije. Danes se metodo pretočne citometrije uporablja 
za spremljanje bolnikov okuženih s HIV, za ugotavljanje diferenciacije celic, pri 
kromosomski analizi, celični imunologiji, diagnostiki raka, farmakologiji in toksikologiji 
(Kurec, 2014). 
 
Prednosti pretočne citometrije so hitra analiza velikega števila celic, prilagodljivost z 
različini paneli Pt, sočasna analiza več Ag in s tem večja zanesljivost opredelitve celične 
populacije, visoka občutljivost (0.01 %). Hkrati je tudi kvantitativna metoda in z njo 
določimo prisotnost/odsotnost Ag in stopnjo izraženosti Ag. Stopnjo izraženosti opredelimo 
kot šibko (angl. »dim«), močno (angl. »bright«) ali delno (angl. »moderate«) 
(Ioachim,2009). 
 
Pretočni sistem je zgrajen iz: 
1. vira svetlobe (laserjev), 
2. pretočne celice 
3. optičnega sistema ogledal, filtrov in leč, 
4. elektronike, ki svetlobne impulze spremeni v električne in te potem v digitalne, 
5. računalnika, ki zbira in analizira podatke, ter uravnava delovanje pretočnega citometra 
(Čurin-Šerbec, 2016). 
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Skozi pretočno celico tečejo celice v izotonični tekočini. Celice potujejo ena za drugo v nizu 
mimo vira svetlobe (Čurin-Šerbec, 2016). Svetlobni žarek, ki zadane celico, se sipa ali pa 
absorbira na fluorokromih, ki nato izsevajo svetlobo daljših valovnih dolžin. Sipanje 
svetlobe merita dva fotodetektorja: eden iz smeri vira – detektor sprednjega sipanja FSC 
(angl. »forward scatter detector«). Količina sipane svetlobe FSC je približno enaka velikosti 
delca, ki potuje skozi laserski žerek in se zato uporablja za razlikovanje med celičnimi 
ostanki in živimi celicami ter različnimi celičnimi populacijami. Drugi detektor, ki meri 
pravokotno na smer vpadne svetlobe, imenujemo detektor stranskega sipanja SSC (angl. 
»side scatter detector«). Ta nam da podatke o granuliranosti celice (Čurin-Šerbec, 2016). 
FSC in SSC sta edinstvena za vsak delec in kombinacija obeh se lahko uporabi za 
razlikovanje različnih vrst celic v heterogenem vzorcu (Rahman, 2006). Na primer, 
limfocite, granulocite in monocite lahko zlahka ločimo glede na velikost in stopnjo 
granuliranosti (Čurin-Šerbec, 2016). 
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Meritve fluorescence pri različnih valovnih dolžinah, nam dajo kvantitativne in kvalitativne 
podatke o celičnih Ag. Pretočni citometri uporabljajo ločene fluorescenčne kanale za 
zaznavo oddane svetlobe. Detektorje imenujemo fotopomnoževalke (PMT) in njihovo 
število se razlikuje glede na aparat. Specifičnost detekcije je odvisna od izbire optičnih 
filtrov, ki prepustijo naprej določeno valovno dolžino, ostale pa blokirajo (Slika 3) (Rahman, 
2006). 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz pretočnega citometra  Legenda: nm…nanometer, FSC… detektor sprednjega sipanja 
, SSC… detektor stranskega  sipanja , PMT…fotopomnoževalka, FL…filter 
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S pretočnim citometrom lahko analiziramo 1.000 do 10.000 celic v nekaj sekundah. Vse 
dobljene podatke ureja in analizira računalnik. Rezultate prikažemo v tabelah in grafično 
(slika 4) (Čurin-Šerbec, 2016). 
 
 
Slika 4: Diagram CD19/CD3  in označeni populaciji limfocitov B in T Legenda: APC-Cy7... alofikocianin-
Cianin7, PE-Cy7... fikoeritrin – Cianin7  
 
S pretočno citometrijo lahko analiziramo celice, označene z več celičnimi označevalci hkrati. 
To pomeni, da lahko celice označimo z več različnimi vrstami Pt, ki so konjugirana z 
različnimi fluorokromi in prikažemo, katere kombinacije Ag izražajo posamezne celice 
(Čurin-Šerbec, 2016). 
 
Danes so na voljo številni fluorokromi, ki oddajajo svetlobo različnih valovnih dolžin 
(Kurec,2014). Uporabnik sestavi panel Pt, kjer je vsako konjugirano z drugim 
fluorokromom. Glede na značilnosti uporabljenih Pt dobimo serijo pozitivnih in negativnih 
dogodkov, iz katerih lahko sklepamo na lastnosti Ag celične populacije (Kloboves 
Prevodnik, 2002).  
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2.5.2 CD označevalci 
 
Vse bele krvne celice izražajo na svoji površini molekule, ki jih je mogoče zanesljivo in 
preprosto določiti z monoklonskimi Pt. Monoklonska Pt, ki jih uporabljamo so 
sistematizirana po nomenklaturi CD, ki se uporablja za Ag molekul, izraženih na belih 
krvnih celicah (angl. »cluster of differentiation«). Danes poznamo skupno približno 408 
različnih človeških antigenov CD, za celice B pa 22 CD Ag ( BioLegend: človeške CD 
molekule). Pt z določeno številko CD so uporabna za prikaz različnih molekul na površini 
belih krvnih celic. CD19 je eno izmed Pt, ki je specifično za limfocite B. Veže se s 
fosfoglikoproteinskim koreceptorjem, ki skupaj z CD21 in CD81 omogoči prenos signala z 
BCR. Ker omenjeni koreceptor izražajo samo limfociti B, nam monoklonska Pt CD19 
omogočajo identifikacijo limfocitov B (Čurin-Šerbec, 2016). 
 
2.5.3 Fluorokromi  
 
Fluorokromi so spojine, ki jih aktivira svetloba določene valovne dolžine, potem pa oddajajo 
svetlobo pri daljši valovni dolžini (Čurin-Šerbec, 2016). Absorbirana svetloba vzburi 
elektrone v fluorokromu. Ti se premaknejo na višjo energetsko orbito okrog jedra. Tu 
ostanejo le približno 1-10 nanosekund, medtem pa se fluorokrom konformacijsko spremeni 
in ob tem odda nekaj energije v obliki toplote. Nato elektroni padejo nazaj na prvotno mesto 
in ob tem oddajo še preostanek energije v obliki izsevane svetlobe (fluorescence) 
(Rahman,2006). Ker je oddana energija fluorokroma manjša od prejete energije, je valovna 
dolžina oddane svetlobe daljša (Leslie, 2006; Rahman,2006). Primer: fluorokrom 
fluorescein izotiocianat (FITC) aktivira svetloba modrega laserja, ki vzbuja pri valovni 
dolžini 488 nm. FITC to vzbujevalno svetlobo absorbira in oddaja fluorescenco v razponu 
od 475-700 nm ter tako spada v zeleni spekter barvil (Slika 5) (Rahman,2006).  
 
 
Slika 5: Spekter fluorokroma FITC. FITC… fluorescein izotiocianat. S črtkano črto je prikazana laserska 
svetloba, z zeleno barvo je prikazana oddana sveloba. 
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2.5.3.1 Enojna barvila 
 
Enojna barvila kot je FITC so v uporabi že približno 30 let. Danes jim konkurirajo alternative 
kot je Alexa Fluor®, ki nudi večjo fotostabilnost in povečano fluorescenco (Rahman,2006). 
Prednost enojnih barvil v primerjavi z novejšimi tandemskimi barvili je večja stabilnost ob 
prisotnosti svetlobe, povišane temperature ali fiksativa (BD Biosciences,2009). 
2.5.3.2 Tandemska barvila 
 
Še posebej pomemben je razvoj tako imenovanih tandemskih fluorokromov, pri čemer 
svetloba, ki jo oddaja en fluorokrom (npr. fikoeritrin (PE)), vzbudi kovalentno vezani drugi 
fluorokrom (npr. Cianin7 (Cy7)), ki nato oddaja svetlobo (Leslie, 2006). Proces imenujemo 
prenos energije z resonanco fluorescence ali FRET (Rahman,2006). Razvoj tandemskih 
barvil je močno razširil število fluorescenčnih emisij, ki jih je mogoče pridobiti z uporabo 
enega samega laserja (Leslie, 2006). 
 
Večino tandemskih barv aktivira 488 nm laser, ki je sestavni del večine pretočnih citometrov. 
Na primer, PE, peridinin klorofil protein-Cianin5.5 (PerCP-Cy5.5) in fikoeritrin – Cianin7 
(PE-Cy7) se aktivirajo s svetlobo 488 nm.  Ker oddajajo svetlobe različnih valovnih dolžin, 
jih merimo z ločenimi detektorji (Rahman,2006).  
 
V našem panelu smo uporabili: FITC, PE, PerCP-Cy5.5, alofikocianin (APC), PE-Cy7, 
alofikocianin-Cianin7 (APC-Cy7), Alexa fluor –700(AF-700),  V450, V500, BV605  
(Preglednica 1). Za aktivacijo fluorokromov smo uporabili tri laserje: modrega (488-nm), 
rdečega (640 nm) in vijoličnega (405 -nm) (BD Biosciences, 2018). Slike 6,7 in 8 prikazujejo 
fluorokrome, ki jih aktivirajo omenjeni laserji.  
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Preglednica 1: Valovne dolžine laserjev, ki aktivirajo fluorokrome, vrhovi absorbanc in oddanega sevanja 
svetlobe fluorokromov ter relativna svetilost (BD Biosciences, 2018). 
Barvilo Izvor svetlobe 
(nm) 
 
Maksimalna 
absorbanca (nm) 
Maksimalna 
oddana svetloba 
(nm) 
Relativna svetilnost 
(šibka, delna, močna 
) 
V450 405 404 448 Šibka 
V500 405 415 500 Šibka 
BV605 405 407 602 Močna 
FITC 488 494 520 Delna 
PE 488 496 578 Močna 
PerCP-Cy5.5 488 482 695 Delna 
PE-Cy7 488 496 785 Močna 
APC 633 650 660 Močna 
APC-Cy7 633 650 785 Šibka 
AF-700 633 696 719 Šibka 
Legenda: nm…nanometer, FITC… fluorescein izotiocianat, PE… fikoeritrin, PerCP-Cy5.5…peridinin 
klorofil protein-Cianin5.5, PE-Cy7…fikoeritrin – Cianin7, APC…alofikocianin, APC-Cy7… alofikocianin-
Cianin7, AF-700… Alexa fluor –700  
 
 
Slika 6: Fluorokrome BD Horizon V450, BD Horizon V500 in BD Horizon BV605 v našem panelu 
aktivira vijolični laser (BD Biosciences, 2018).  
Legenda: nm…nanometer 
 
 
Slika 7: Fluorokrome FITC, PE, PerCP-Cy5.5 in PE-Cy7 aktivira moder laser (BD Biosciences, 2018). 
Legenda: nm…nanometer, FITC… fluorescein izotiocianat, PE… fikoeritrin, PerCP-Cy5.5…peridinin 
klorofil protein-Cianin5.5, PE-Cy7…fikoeritrin – Cianin7 
Kos T. Optimizacija panela protiteles za diagnostiko B-celičnih limfomov. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
 
17 
 
 
Slika 8:Fluorokrome APC, APC-Cy7 in AF-700 aktivira rdeč laser (BD Biosciences, 2018). 
Legenda: nm…nanometer, APC…alofikocianin, APC-Cy7… alofikocianin-Cianin7, AF-700… Alexa fluor –
700 
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2.5.4 Imunofenotipske značilnosti B-celičnih limfomov  
 
Priporočila za IPC hematolimfoidnih neoplazem, za vse hematopoetske celične linije, Pt 
delijo na primarna in sekundarna (Wood, 2006). V katero skupino spada Pt je odvisno od 
njegove pomembnosti pri klasifikaciji in diagnostiki. Za BCL so primarna Pt proti CD45, 
CD19, CD20, κ in λ lahkim verigam, CD5 in CD10.  
 
Kot sekundarna protitelesa se priporočajo protitelesa proti CD9, CD11c, CD15, CD22, 
CD23, CD25, CD13, CD33, CD34, CD38, CD43, CD58, CD79a, CD79b, CD103, FMC7, 
Bcl-2, citoplazemskim κ in λ lahkim verigam, TdT, Zap-70 in IgM.  
 
Osnovni panel, ki ga uporabljamo na Oddelku za citopatologijo, OIL, poleg priporočenih 
primarnih protiteles vsebuje še Pt proti CD23 in FMC7, ki pomagata pri razlikovanju 
kronične limfatične levkemije (KLL/DLL) od drugih DCBL (Klopčič, 2016). Izraženost 
antigenov CD5, CD10, CD20, CD23 in FMC7 pri pogostejših tipih BCL je prikazana v 
Preglednici 2. 
 
Preglednica 2: Izraženost antigenov CD5, CD10, CD23, CD20 in FMC7 ( Swerdlow, 2008; Klopčič, 2016). 
Limfom CD marker 
 CD5 CD10 CD23 CD20 FMC7 
KLL + - + + - 
LPC + - - + + 
FL - +/- -/+ + + 
LMC -/+ - -/+ + + 
DVCBL -/+ +/- -/+ + -/+ 
Legenda: KLL kronična limfatična levkemija, FL folikularni limfom, LMC limfom obrobnih celic, LPC limfom 
plaščnih celic, DVCBL difuzni velikocelični limfom B  
 
Kombinacija izražanja antigenov CD5, CD10, CD20, CD23 in FMC7 pripomore k 
klasifikaciji BCL. V kolikor limfoma z uporabo protiteles proti omenjenim antigenom, ni 
mogoče dokončno opredeliti, uporabimo sekundarna protitelesa.   
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2.5.4.1 CD 5  
CD 5 je glikoprotein, ki je pri normalnih celicah večinoma negativen, izražen pa je pri KLL 
in LPC ter občasno pri LMC, predvsem v spleničnem LMC (Swerdlow, 2008). 
 
2.5.4.2 CD 10  
Ag CD10 je izražen na B celičnih limfoblastnih levkemijah/limfomih ter na celicah FL, 
Burkittovega limfoma in DVCBL (Swerdlow, 2008). Izražen je tudi pri normalnih nezrelih 
limfocitih B in normalnih limfocitih B iz germinalnih centrov bezgavk in granulocitih 
(Arber, 1997). 
 
2.5.4.3 CD20  
Stopnja izraženosti CD20 Ag na limfomskih celicah je prognostični in prediktivni dejavnik. 
Določimo jo pred začetkom vsakega sistemskega zdravljenja, ki vključuje rituksimab. CD20 
je tudi diagnostični označevalec za KLL, pri kateri je šibko pozitiven, redko pa negativen 
(Horvat, 2001). 
 
2.5.4.4 CD23 in FMC7  
CD23 je izražen na številnih hematopoetskih celicah in je receptor za IgE (Bonnefoy, 1997). 
FMC7 je epitop molekule CD20. Izraženost FMC7 in CD20 tako močno korelira (Serke, 
2001). 
 
FMC7 se skupaj s CD23 uporablja za razlikovanje KLL od LPC (Matutes, 1994). Oba 
izražata CD5, vendar pa celice KLL izražajo CD23, ne izražajo pa FMC7. Celice LPC pa 
izražajo FMC7, ne pa tudi CD23 (Swerdlow, 2008). 
 
 
2.6 ZASNOVA PANELA  
 
Izbira fluorokromov je odvisna od konfiguracije citometra. Tip in število laserjev ter 
detektorjev določa ali lahko optični sistem pravilno zazna dano kombinacijo fluorokromov. 
Pomembna je tudi učinkovitost zaznave fluorokromov in nastavitve instrumenta (angl. 
»setup«) ( Maecker, 2012). 
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2.6.1 Izbira protiteles in barvil  
 
 
Različni pretočni citometri imajo različne konfiguracije, zato je nemogoče napovedati 
univerzalno najboljšo kombinacijo fluorokromov za kombinacije 6, 8 ali več barvil.  Pozorni 
moramo biti na to, da izberemo čim svetlejši set fluorokromov glede na konfiguracijo našega 
instrumenta. Izbrati moramo tudi take fluorokrome, da je prekrivanje med njihovimi spektri 
čim manjše. Najsvetlejše fluorokrome uporabimo za najšibkejše izražene Ag na površini 
celic. Za močno izražene Ag lahko uporabimo šibkejše fluorokrome (Maecker, 2012). 
 
 
Na ozadje določenega detektorja vplivajo velikosti signala, avtofluorescenca celic, 
nespecifično obarvanje, elektronski hrup in optično ozadje iz drugih fluorokromov 
(prekrivanje spektrov). V kolikor ti dejavniki prispevajo hrup in / ali signal, povečajo širino 
(varianco ali SD2 ) negativne populacije. Svetilnost reagenta lahko merimo z indeksom 
barvanja (SI) (angl. »stain index«), ki je opredeljen kot D / W, kjer je D razlika med mediano 
intenzivnosti fluorescence (MFI) pozitivne populacije in MFI negativne populacije in W je 
enak 2 SD negativne populacije (slika 9) (Maecker, 2012). 
 
 
Slika 9: Efektivna svetlost reagenta je odvisna od razlike med pozitivno in negativno mediano populacij (D) in 
širine negativne populacije (W). Indeks označevanja je uporabno merilo za normaliziran signal nad ozadjem. 
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Če isto protitelo konjugiramo z različnimi barvili, lahko primerjamo indekse označevanja 
teh barvil in tako ugotovimo relativne svetilnosti barvil na danem merilnem instrumentu.  
V mešanici dveh ali več barvil je težava prekrivanje spektrov. Več kot imamo barv v panelu 
- bolj moramo biti pozorni na prekrivanja spektrov. Rešitev je v kompenzaciji. 
Kompenzacija popravi signale, tako da npr. populacija celic, ki fluorescira v FITC, ne bo 
sevala v območje PE (slika 10). 
 
 
Slika 10: Spektralno prekrivanje FITC spektra (520nm) s PE spektrom (578nm) (BD Biosciences, 2009). 
Legenda: nm…nanometer, FITC… fluorescein izotiocianat  PE…fikoeritrin 
 
Učinek prekrivanja spektrov (angl. »data spread«) je zmanjšanje občutljivosti ločljivosti v 
detektorju fluorescence, ki prejema prekrivanje iz drugih detektorjev. Zato je drugo pravilo 
izbire reagenta, da izberemo take reagente, kjer je spektralno prekrivanje med njimi čim 
manjše. To pravilo je lahko v nasprotju s prvim pravilom, ki naj bi izbral najsvetlejše 
fluorokrome. Primer: PE-Cy5 je zelo svetel fluorokrom (glede na indeks označevanja), 
vendar seva v APC detektor. Če uporabimo APC in PE-Cy5 skupaj se občutljivost ločljivosti 
APC fluorokroma zmanjša. Zato z APC raje uporabimo PerCp-Cy5.5. Tako bomo sicer 
zmanjšali svetlost fluorokroma, vendar preprečili prekrivanje (in izgubo občutljivosti 
ločljivosti) z drugim detektorjem (Maecker, 2012). 
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2.6.2 Titracija   
 
 
S procesom titracije želimo določiti najbolj optimalno koncentracijo dodanega Pt, da bomo 
dobili maksimalni signal pozitivne populacije in minimalni šum ozadja (Perfetto, 2004). 
Pogosto je mogoče uporabiti manj Pt, kot jih priporoča proizvajalec. To pomeni, da s titracijo 
lahko zmanjšamo porabo Pt in s tem znižamo stroške testa. 
 
S titracijo določimo najbolj optimalno koncentracijo Pt tako, da določimo optimalni 
volumen porabe, pri katerem še dobimo maksimalno ločitev pozitivne in negativne 
populacije. Premalo dodanega Pt lahko privede do tega, da se celice šibko obarvajo in zaradi 
tega ne pride do ločitve negativne in pozitivne populacije (lažno nagativen rezultat). Preveč 
dodanega Pt pa lahko povzroči nespecifično vezavo Pt (UWCCC Flow Lab, 2016). 
 
Optimalni volumen porabe Pt določimo na podlagi titracijske krivulje. Gre za volumen Pt, 
pri katerem je dosežen plato (volumen kjer se kljub večanju volumna dodanega Pt 
fluorescenca ne povečuje več).  
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2.6.3 Nastavitve citometra  
 
S prilagajanjem napetosti detektorja fluorescence (angl. »gain«) želimo zagotoviti, da niso 
napetostni nivoji nastavljeni prenizko, saj v takem primeru elektronski šum prevlada nad 
šibko obarvanimi celicami. V tem primeru je težko razločiti med šibko pozitivnimi 
populacijami in neobarvanimi celicami. Pomembno je tudi, da napetostnih nivojev ne 
nastavimo previsoko, ker potem zelo svetli fluorescentni označevalci presežejo linearno 
raven detektorja, kar povzroči napake pri izračunih prekrivanja spektrov in netočno 
kompenzacijo. Pri izdelavi osnovnih nastavitev citometra se držimo spodaj napisanih treh 
pravil (Meinel, 2012). 
 
Pravila za ustvarjanje osnovnih nastavitev citometra (Meinel, 2012) 
 
Pravilo 1: za vsak detektor moramo določiti minimalno nastavitev napetosti PMT za 
neobarvane celice, ki nas zanimajo. Sprejemljiva minimalna napetost za vsak detektor je 
nastavljena tako, da je robustni standardni odklon (rSD) neobarvanih celic približno 2.5-krat 
večji od rSDeh (rSDelektronskega hrupa). To nam zagotovi, da elektronski hrup ne moti meritev na 
nižjem delu grafa.  
 
Minimalna rSDneobarvanih celic = 
𝑟𝑆𝐷𝑒𝑙𝑒𝑘𝑡𝑟𝑜𝑛𝑠𝑘𝑒𝑔𝑎 ℎ𝑟𝑢𝑝𝑎
√0.15
 ≈ rSDelektronskega hrupa x 2.5            ... (1) 
 
Pravilo 2: najsvetlejša pozitivna populacija mora ostati v linearnem razponu detektorja. Na 
naj višjem delu meritev naj bo nekaj dodatnega prostora za ekspresije višje od pričakovanih.  
 
Pravilo 3:  pravilo 2 je pomembnejše od pravila 1. Vse populacije, ki nas zanimajo, morajo 
biti v linearnem obsegu vsakega detektorja, da se zagotovi pravilno izračunavanje 
prekrivanja med detektorji. Napake prekrivanja povzročajo slabo ločljivost in napačne 
rezultate. 
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2.6.4 Kompenzacija 
 
Kompenzacija je ključna za pravilne nastavitve eksperimenta, ko uporabljamo večbarvne 
panele. Ko uporabljamo več različnih fluorokromov, na naše meritve vpliva več faktorjev. 
Najpomembnejša je povezava barvila s Pt. Kompenzacija je proces, s katerim popravimo 
prekrivanja fluorescenc. To pomeni, da odstranimo signale katerega koli fluorokroma iz vseh 
detektorjev, razen iz tistega, ki meri naše barvilo (BD Biosciences, 2009). 
 
Pri pravilni kompenzaciji, so MFI pozitivnih in negativnih populacij poravnane in ne sevajo 
v sosednji kanal. Slika 11 prikazuje pravilno in nepravilno kompenzirani signal FITC v PE 
kanal. V kolikor premalo kompenziramo fluorescence, FITC pozitivna populacija seva v PE 
pozitivno območje (graf na sredini). Pri prekomernem kompenziranju je fluorescenca (MFI) 
FITC pozitivne populacije manjša, kot fluorescenca FITC negativne populacije (BD 
Biosciences, 2009). 
 
 
Slika 11: Pravilna kompenzacija (levo), premalo kompenzirano (na sredini), preveč kompenzirano (desno) (BD 
Biosciences, 2009). 
Legenda: FITC… fluorescein izotiocianat, PE…fikoeritrin, MFI…mediana intenzivnost fluorescence. 
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2.6.4.1 Kompenzacija in tandemska barvila:  
 
Pri tandemskih barvilih, kot je npr. APC-Cy7, moramo upoštevati možnost razpada barvila, 
na osnovni dve barvili (APC in Cy7), ki potem svetijo v napačnem spektru in jih detektor 
napačno zazna. Tak primer so lažno pozitivne populacije celic na APC kanalu 
(Maecker,2012). Vsak konjugat tandemskega barvila, potrebuje lastno kompenzacijsko 
kontrolo, ki mora imeti enake spektralne značilnosti kot reagent uporabljen v eksperimentu 
(BD Biosciences, 2009).  
 
Zaradi izpostavljenosti svetlobi, povišane temperature ali fiksativa lahko pride do razpada  
tandemskega barvila. Temu se poskušamo izogniti tako, da do meritve vzorce hranimo v 
temi in jih čim prej izmerimo. Izpostavljenosti svetlobi se izogibamo, tako da pokrivamo 
vzorce z aluminijasto folijo, shranjujemo vzorce v temno območje in delamo v slabo 
osvetljenem laboratoriju. Izogibamo se tudi višji temperaturi in fiksativom, osnovanim na 
formaldehidu. Ob upoštevanju vsega tega se lahko razpadu tandemskih barvil v veliki meri 
izognemo (Maecker,2012; BD Biosciences, 2009). 
 
Kompenzacijo lahko izvajamo na celicah in na kompenzacijskih kroglicah (angl. »bead«).  
V večini primerov za kompenzacijo uporabimo kar celice, kompenzacijske kroglice pa 
uporabimo, ko imamo slabo izražene antigene, protitelesa, ki imajo slabo afiniteto za 
antigene na površini celic ali, ko je pozitivna populacija majhna (BD Biosciences, 2009).  
Za izvajanje kompenzacije so primerna CD Pt, ki oddajo signal enake ali močnejše 
intenzitete kot Pt, ki jih uporabljamo v vsakodnevni klinični praksi (npr. kot je močno 
izraženo protitelo CD8 ) (Maecker, 2006).  
 
BDTMCompBeads Set Anti-Mouse Ig, κ so polistirenski mikrodelci, ki se jih uporablja za 
optimizacijo nastavitev kompenzacij večbarvnih fluorescenc. Zbirka (set) vsebuje dve 
populaciji mikrodelcev. BDTMCompBeads Set Anti-Mouse Ig, κ , na katere se vežejo mišji 
imunoglobulini z κ lahko verigo, in BDTMCompBeads Negative Control, na katere se ne 
vežejo Pt (BD™ CompBead, 2012). 
 
Mikrodelce pomešamo s Pt označenim s fluorokromom zato, da dobimo pozitivno in 
negativno populacijo. To uporabimo za ročno kompenzacijo ali za nastavitev instrumenta z 
uporabo programske opreme (BD™ CompBead, 2012). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
 
Našo študijo uvajanja 10-barvnega panela Pt za diagnozo BCL, smo razdelili na več sklopov:  
  
1. Sestavljanje in testiranje Pt za nov 10-barvni osnovni panel 
a. Pregled rezultatov testiranja 14-barvnega panela za vzorce z malo celicami 
Osem Pt (CD45-V500, CD19-PE-Cy7, CD5-PerCp-Cy5,5, CD10-BV605, CD23-
AF-700, Kapa-FITC, Lambda-PE in CD20-APC), ki smo jih želeli uporabiti v 
novem panelu, je bilo že predhodno preiskušenih v sklopu testiranja panela za  
vzorce z malo celicami (likvor, steklovina). 
b. Testiranje Pt, za katere se bo izkazalo, da paneli za vzorce z malo celicami 
ne delujejo in preostalih predlaganih Pt za nov panel  
2. Nastavitve citometra 
3. Kompenzacija 
4. Titracija Pt za nov 10-barvni osnovni panel  
5. Testiranje novega 10-barvnega osnovnega panela na ostankih rutinskih citoloških 
vzorcev 
6. Primerjava rezultatov novega panela z rezultati rutinskega panela in s končno 
diagnozo 
 
3.1 BOLNIKI IN VZORCI  
 
V študijo smo vključili bolnike, pri katerih je bila na OIL narejena IPC zaradi suma na BCL 
in smo v vzorcu za IPC našteli vsaj 2x109/l celic.  
 
Vzorce bolnikov smo razdelili v štiri študijske skupine (Preglednica 3). Prva študijska 
skupina je štela 110 vzorcev, ki so jih na oddelku za citopatologijo OIL testirali v sklopu 
uvajanja panela za vzorce z malo celicami. Z analizo rezultatov meritev smo za Pt, ki so bila 
enaka kot v novem 10-barvnem osnovnem panelu, želeli ugotoviti ali delujejo dobro ali ne. 
V drugo skupino smo vključili 25 vzorcev in na podoben način preverili Pt, ki so na testiranju 
prve študijske skupine pokazala, da ne delujejo dobro, in Pt, ki jih v panelu za vzorce z malo 
celicami ni bilo.  
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Ko smo ugotovili, da vsa Pt, ki smo jih želei vključiti v novi 10-barvni osnovni panel, 
delujejo dobro, smo z enem vzorcem opravili nastavitev citometra in kompenzacijo. Za 7 
vzorcev smo naredili titracijske krivulje za vsa Pt. Pred uporabo v rutinski diagnostiki smo 
zanesljivost rezultatov IPC z novim 10-barvnim osnovnim panelom testirali na 48 vzorcih 
4. študijske skupine (38 vzorcih ABTI bezgavk in limfoidnih infiltratov v drugih organih, 4 
tkivnih vzorcih bezgavk, 4 vzorcih izlivov, 1 tkivnem vzorcu vranice in 1 tkivnem vzorcu 
mediastinalnega tumorja). Rezultate meritev novega 10-barvnega panela smo primerjali z 
rezultati, ki smo jih na istem vzorcu dobili z rutinskim 4-barvnim osnovnim panelom in 
končno diagnozo. Na podlagi primerjav smo zaključili ali je novi panel primeren za varno 
uporabo v vsakodnevni rutinski diagnostiki ali ne.  
 
Preglednica 3: Študijske skupine, nameni študij in število vzorcev, ki smo jih uporabili za določen namen 
ŠTUDIJSKA SKUPINA NAMEN ŠTEVILO VZORCEV 
1 Preveriti delovanje ustreznih Pt, ki so 
bila testirana v sklopu izdelave 14 
barvnega panela za nizko-celularne 
vzorce 
110 
2 Preveriti delovanje Pt, ki so se v 
1.študijski skupini izkazala, da ne 
delujejo pravilno, in Pt iz rutinskega 
osnovnega panela, ki v prvi 1. 
študijski skupini niso bila testirana 
25 
3 Nastavitve citometra, kompenzacija 
in titracija Pt za novi 10-barvni 
osnovni panel 
8 
4 Testirati 10-barvni osnovni panel 48 
 
 
Za bolnike iz vseh študijski skupin smo pridobili podatke o rezultatih IPC, ki je bila narejena 
v sklopu citopatološke diagnostike limfomov, za bolnike 4. študijske skupine pa smo 
upoštevali tudi citopatološko in histološko diagnozo ter podatke o poteku bolezni.  Rezultate 
IPC smo pridobili iz baze podatkov rezultatov pretočno citometričnih meritev oddelka za 
citopatologijo, klinične podatke, citopatološke in histopatološke diagnoze pa iz 
bolnišničnega informacijskega sistema WebDoctor. Za vzorce iz študijske 4. skupine smo 
postavili končne diagnoze, ki so temeljile na rezultatih histološke analize, če je bila le ta 
narejena. Vzorcem, ki niso bili histološko pregledani, smo postavili končno diagnozo na 
podlagi citopatološke diagnoze in podatkov, dobljenih na osnovi kliničnega spremljanju 
pacientov, ki smo jih v povprečju zbirali minimalno 7 mesecev. Histološko diagnozo smo 
postavili na podlagi rezultatov mikroskopske analize in imunohistohemičnih barvanj tkiva v 
skladu s kriteriji klasifikacije limfoidnih neoplazem SZO (Jezeršek-Novaković B, 2017). 
Citopatološka diagnoza je temeljila na rezultatih obstoječih štiri-barvnih imunofenotipskih 
analiz s pretočnim citometrom ter na morfoloških značilnostih celic.  
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3.1.1 Odvzem vzorcev  
3.1.1.1 Aspiracijska biopsija s tanko iglo  
ABTI je poseg, pri katerem je citopatolog iz tumorja s tanko iglo pridobil celice za 
citopatološko preiskavo. V tumor je uvedel iglo s pomočjo držala, ustvaril podtlak in posesal 
celice v iglo in brizgo (Us-Krašovec, 1998; Fležar Strojan, 2008). Del dobljenega vzorca 
smo uporabili za pripravo razmazov za pregled s svetlobnim mikroskopom, drugi del pa za 
IPC. Za mikroskopski pregled smo vzorec izbrizgali na objektna stekla in pripravili 2 
razmaza. Enega smo obarvali po Giemsi, drugega pa po Papanicolaou. Preostanek vzorca 
smo sprali v epruveto s celičnim medijem (4.5 % bovini serumski albumin, 0.45 % EDTA v 
raztopini fosfatnega pufra z dodatkom 50 IE/ml penicilina) in dobili suspenzijo celic za IPC.  
 
3.1.1.2 Drugi vzorci 
Poleg vzorcev ABTI bezgavk in limfoidnih infiltratov v drugih organih, smo imeli še 4 
vzorce izlivov ( 3 plevralni izlivi in 1 ascites) in 6 tkivnih vzorcev ( 4 bezgavke, 1 ekscizija 
mediatinalnega tumorja in 1 splenektomija). Iz njih smo naredili preparate za mikroskopski 
pregled in suspenzijo celic za IPC.  
 
Vzorce izlivov smo centrifugirali 5 minut pri 15.000 obratih/minuto (centrifuga Hettich 
Universal 32R), odlili supernantant in iz sedimenta naredili  dva razmaza za pregled s 
svetlobnim mikroskopom. En razmaz smo posušili na zraku za barvanje po metodi May-
Grünvald Giemsa, drugi razmaz pa fiksirali v Delaunayevem fiksativu za barvanje po metodi 
Papanicolaou. Na preostanek sedimenta  smo nalili 1.5 ml celičnega medija in tako pripravili 
suspenzijo celic za IPC (Jezeršek-Novaković B, 2017). 
 
Iz tkivnega vzorca je patolog na oddelku za patologijo najprej naredil odtise tkiva na 
objektna stekla za pregled s svetlobnim mikroskopom. Nato je odrezal del tkivnega vzorca 
približno v velikosti 0,5x0,5x0,5 cm in ga dal v epruveto z 1,5  ml celičnega medija. Na 
oddelku za citopatologijo smo odtise na objektnih steklih posušili na zraku za barvanje po 
metodi May-Grünvald Giemsa. Tkivni vzorec v celičnem mediju smo dezintegrirali z 
aparatom gentleMACS Dissociator (MACS Miltenyi Biotec) in pripravili celično suspenzijo 
za IPC (Jezeršek-Novaković B, 2017). 
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3.1.2 Pretočno-citometrične meritve  
 
3.1.2.1 Štetje celic  
 
Vzorce smo najprej prefiltrirali skozi filter z velikostjo por 50µm (CellTrics, Sysmex Partec 
GmbH, Gőrlitz, Nemčija), da smo odstranili večje delce, ki bi lahko zaustavili pretok v 
citometru. Nato smo število celic v vzorcu določili s hematološkim analizatorjem ali s 
svetlobnim mikroskopom v števni komori po Neubauerju. 
 
- Štetje s hematološkim analizatorjem 
Število celic smo določili z analizatorjem Sysmex XP-300 (Sysmex). Aparat 
avtomatično analizira 50 µl vzorca in določi koncentracije ter absolutno število 
posameznih vrst celic (Meditrade. Sysmex XP-300.2013). Izmerili smo število 
limfocitov v vzorcih. 
 
- Štetje s svetlobnim mikroskopom  
V kolikor analizator celic ne prešteje pravilno, lahko število določimo s pomočjo 
števne komore po Neubauerju (Brand GmbH, Wertheim). 10 µl vzorca redčimo 
(1:20) z raztopino po Tűrku. Na mrežo nanesemo 10µl obarvanega vzorca in 
počakamo, da se jedra levkocitov obarvajo. Nato pod mikroskopom preštejemo 
celice 4-večjih kotnih kvadratov, ki so razdeljeni še na 16 manjših kvadratov. Število 
celic v ml vzorca izračunamo s pomočjo formule: 
 
 N = n x R x V x F                ... (2) 
 
pri kateri upoštevamo, da je N= število celic v vzorcu, n= povprečno število celic v 
1 velikem kvadratu, R= faktor redčenja, V= volumen vzorca, F= faktor komore (104). 
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3.1.2.2. Priprava vzorcev za pretočno citometrične meritve 
 
Vzorce za IPC smo pripravili po prilagojenem protokolu, ki se za citološke vzorce na OIL 
uporablja od leta 2000 dalje (Kloboves Prevodnik. 2004).  
Priprava vzorcev: 
1. V vsako epruveto smo dodali toliko vzorca, da je bilo v epruveti 200 000 celic.  
2. Vzorcem smo dodali 2 ml pufra (Cell Wash-BD Biosciences, San Jose, ZDA), 
premešali in centrifugirali 5 minut na 15000 obratih/minuto (Hettich, Universal 32). 
Ko smo želeli določiti izražanje κ in λ, smo nadaljevali s korakom 3, v nasprotnem 
primeru smo nadaljevali s 4. korakom.  
3. Odlili smo supernatant, dodali spet 2 ml pufra in ponovno centrifugirali. 
4. Po centrifugiranju smo supernatant odlili in usedlini  dodali ustrezen volumen Pt po 
navodilu proizvajalca ali volumen, ki smo ga določili s titracijo (BD Biosciences, 
San Jose, ZDA).  
5. Vzorce smo premešali in 20 minut in  inkubirali v temi.  
6. Po inkubaciji smo vzorcem, ki so bili kontaminirani s periferno krvjo dodali 2 ml 
amonijevega klorida za lizo eritrocitov in inkubirali 10 minut v temi. V kolikor 
vzorec ni krvav smo 6. točko izpustili.  
7. Po inkubaciji smo ponovno centrifugirali 5 minut pri 15 000 obratih/minuto.  
8. Supernatant smo odlili, dodali 2 ml pufra (Cell Wash – BD Biosciences, San Jose, 
ZDA) in centrifugirali 5 minut pri 15000 obratih/minuto.  
9. Po končanem centrifugiranju smo odlili supernatant in na usedlino dodali 300 µl 
pufra (Cell Wash – BD Biosciences, San Jose, ZDA).  
10. Vzorce smo izmerili na pretočnem citometru BD FACSCanto 10 (BD Biosciences, 
San Jose, ZDA) in analizirali rezultate 
 
3.1.2.2 Merjenje vzorcev 
 
Vzorce smo merili s pretočnim citometrom FACSCanto 10-color (BD Biosciences, San Jose, 
ZDA), ki je opremljen s tremi laserji (405, 488 in 633 nm) in z desetimi fluorescenčnimi 
detektorji (450, 525, 605, 530, 575, 695,780, 670,721 in 780 nm). Pred začetkom meritev 
smo vedno opravili dnevno kontrolo kvalitete in preverili ali citometer pravilno deluje. 
Dnevno kontrolo kvalitete smo naredili tako, da smo s pretočnim citometrom izmerili dve 
različni vrsti kroglic (BD FACSDivaTM CS&T IVD Beads in SPHERO™ Rainbow 
Calibration Particles (8 peaks)). Ko smo kroglice izmerili, smo dobili dve poročili o 
nastavitvah in delovanju pretočnega citometra. Če so bili rezultati meritev v optimalnih 
območjih, smo pričeli z meritvami vzorcev. 
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3.1.3 Analiza rezultatov meritev  
Rezultate smo analizirali s programom BD FACSDiva 8.0 (BD Biosciences, San Jose, 
ZDA).  Izražanje celičnih antigenov smo preučevali na izbranih populacijah celic. Te smo 
določili glede na rezultate meritev FSC in SSC ter na podlagi meritev SSC in izražanja CD45 
ali CD19. 
Postopek analize:  
1. Izražanje Ag CD45: v FSC/SSC diagramu smo zamejili mononuklearne celice 
(limfocite) in določili odstotek CD45 pozitivnih celic in MFI.  
2. Izražnje Ag CD3, CD19 in CD20 (linijski označevalci) smo preverili tako, da smo 
določili odstotek pozitivnih celic  in MFI med CD45 pozitivnimi limfociti 
3. Izražanje Ag κ, λ, CD5, CD10, FMC7 in CD23 smo preverili tako, da so med CD19 
pozitivnimi celicami določili odstotek pozitivnih celic in MFI.  
 
 
3.2 SESTAVLJANJE NOVEGA 10-BARVNEGA OSNOVNEGA PANELA 
V nov osnovni 10-barvni panel protiteles smo vključili vsa Pt iz rutinskega 4-barvnega 
osnovnega panela, ki ga vsakodnevno uporabljamo v diagnostiki BCL: CD45, CD19, CD3, 
CD10, CD5, CD20, CD23, FMC7, κ in λ površinske lahke verige (Preglednica 4). V panel 
smo najprej vključili ustrezna Pt, ki so jih na oddelku za citopatologijo OIL že testirali pri 
pripravi 14-barvnega panela Pt za malo celularne vzorce kot sta likvor in steklovina. Nato 
smo vključili še Pt proti FMC7 in CD3, ki v okviru priprave 14-barvnega panela niso bila 
testirana. 
 
 
Preglednica 4: Rutinski osnovni panel protiteles, ki se uporablja v rutinski diagnostiki limfomov oddelka za 
citopatologijo OIL. 
 OZNAČENA MONOKLONSKA PROTITELESA (µl) 
EPRUVETA FITC PE PerCP/PerCP-
Cy5.5 
APC 
1 
CD3 (5µl) CD19 (5µl) CD45 (5µl) CD20 (3µl) 
2 
γ1 (5µl) γ1 (5µl) CD19 (5µl) γ1 (5µl) 
3 
kapa (5µl) lambda (5µl) CD19 (5µl) CD10 (3µl) 
4 
FMC7 (5µl) CD23 (5µl) CD19 (5µl) CD5 (3µl) 
Legenda: µl…mikroliter, FITC… fluorescein izotiocianat, PE… fikoeritrin, PerCP-Cy5.5…peridinin klorofil 
protein-Cianin5.5, APC…alofikocianin 
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3.3 TESTIRANJE PROTITELES 
 
 
Najprej smo pregledali rezultate testiranj Pt, ki so jih na oddelku za citopatologijo OIL 
opravili pri pripravi 14-barvnega panela za vzorce z malo celicami (Preglednica 5). 
Testiranja so opravili na 110 citoloških vzorcih (prva študijska skupina). Za vse vzorce so v 
testne namene naredili 14-barvni panel za vzorce z malo celicami in za potrebe diagnostike 
rutinski 4-barvni osnovni panel, ki so ga uprabili kot referenčni rezultat. S primerjavo Pt v 
14-barvnem panelu za vzorce z malo celicami in Pt, ki smo jih želeli vključiti v nov 10-
barvni osnovni panel, smo ugotovili, da je bilo 8 Pt v obeh panelih enakih: CD45-V500, 
CD19-PE-Cy7, CD5-PerCp-Cy5,5,CD10-BV605, CD23-AF-700, Kapa-FITC, Lambda-PE 
in CD20-APC. Za vseh 8 Pt smo pregledli rezultate pretočno citometričnih meritev 
pridobljenih z uporabo rutinskega 4-barvnega osnovnega panela in 14-barvnega panela za 
vzorce z malo celicami. Za vsako posamezno Pt smo za oba panela poiskali rezultate o deležu 
pozitivnih celic in MFI ter jih primerjali med seboj.  
 
 
Preglednica 5: 14-barvna epruveta za vzorce z malo celicami 
Fluorokrom FITC PE PerCp 
Cy5,5 
PE-
Cy7 
APC APC- 
Cy7(H7) 
AF-
700 
V450 V500 BV605 
Protitelo CD8  
+ 
Kappa 
CD56  
+ 
Lambda 
CD5 CD19 
+ 
TCR 
γ/δ 
CD20 
+ 
CD4 
CD38 CD23 CD3 CD45 CD10 
Legenda: FITC… fluorescein izotiocianat, PE… fikoeritrin, PerCP-Cy5.5…peridinin klorofil protein-
Cianin5.5, PE-Cy7…fikoeritrin – Cianin7, APC…alofikocianin, APC-Cy7… alofikocianin-Cianin7, AF-
700… Alexa Fluor700 
 
V nadaljevanju smo preverili delovanje Pt CD3-APC-Cy7 in FMC7-V450, ki v testiranja 
14-barvnega panela za vzorce z malo celicami nista bila vključena in Pt, ki smo jih uporabili 
namesto tistih, ki v panelu za vzorce z malo celicami niso delala dobro. Testiranja smo 
izvedli na skupini 25 vzorcev (druga študijska skupin). Izbrali smo vzorce s celicami za 
katere smo vedeli, da izražajo Ag za vezavo Pt, ki smo jih želeli testirati. Rezultate meritev 
Pt, ki smo jih testirali smo primerjali z rezultati meritev iz rutinskega 4-barvnega osnovnega 
panela (Preglednica 4).   
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Vzorce za IPC smo pripravili po prilagojenem protokolu, ki se za citološke vzorce na OIL 
(Kloboves Prevodnik, 2004). Pripravili smo 6 epruvet in dodali Pt kot je prikazano v 
preglednici 6. Pt smo dodajali po navodilu proizvajalca (BD Biosciences, San Jose, ZDA). 
V vsako epruveto smo dodali testno in hrbtenično Pt. Hrbtenično Pt je pomembno za 
opredelitev vrste celičnih populacij pri analizi vzorcev (CD45, ki označuje vse bele krvne 
celice ali CD19, ki označuje limfocite B). V epruvete označene z lihimi številkami smo 
dodali testna Pt iz obstoječega 4-barvnega osnovnega panela, v epruvete označene s sodimi 
številkami pa testna Pt iz novega 10-barvnega osnovnega panela (Preglednica 6). Vzorce 
smo izmerili in analizirali na citometru FACSCanto 10 (BD Biosciences, San Jose, ZDA). 
Uporabili smo nastavitve, ki so jih na oddelku za citopatologijo OIL naredili za testiranje 
14-barvnega panela za vzorce z malo celicami. 
 
 
Preglednica 6: Shematski prikaz dodanih protiteles za testiranje 
Epruveta Testno protitelo Hrbtenično protitelo 
1-Pt iz rutinskega osnovnega panela CD3-FITC CD45-PerCp 
2-Pt iz novega osnovnega panela CD3-APC-Cy7 C45-PerCp 
3-Pt iz rutinskega osnovnega panela FMC7-FITC CD19-PercCp 
4-Pt iz novega osnovnega panela FMC7-V450 CD19-PercCp 
5-Pt iz rutinskega osnovnega panela Nedelujoče Pt Ustrezno hrbtenično Pt 
6-Pt iz novega osnovnega panela Nedelujoče Pt Ustrezno hrbtenično Pt 
Legenda: FITC… fluorescein izotiocianat, APC-Cy7… alofikocianin-Cianin7, PerCP…peridinin klorofil 
protein 
 
 
3.4 NASTAVITVE CITOMETRA  
 
Moč signala, ki ga je zaznala PMT je neposredno povezana z napetostjo detektorja. S 
spreminjanjem napetosti detektorjev smo optimizirali nastavitve citometra tako, da smo v 
meritvah posneli tako šibke kot zelo močne signale.  
 
Postopek izvedbe nastavitev: 
 
Ustvarjanje osnovnih nastavitev citometra:  
1. Zagnali smo BD FACSDiva program in se povezali s CS&T (angl. »Cytometer Setup 
and Tracking«) modulom. 
2. Prepričali smo se, da je izhodišče trenutno in je dnevno preverjanje uspešnosti bilo 
opravljeno. 
3. Izvozili smo rezultate poročila o stanju in delovanju citometra (Cytometer Basline 
report)  z desnim klikom na poročila in nato Izvoz. 
4. Odprli smo poročilo v preglednici Microsoft Excel. 
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5. Dodali smo stolpec na desni, imenovan 2.5 x SDEN (standardnega odklona 
elektronskega ozadja) in izračunali 2.5 x SDEN za vsak detektor za posamezno 
fluorescenco.  
6. Natisnili smo Excelov delovni list. 
7. Ustvarili smo nov poskus v brskalniku in ga poimenovali osnovne nastavitve 
citometra dd_mm_ll. 
8. Ker smo želeli uporabiti trenutne nastavitve CS & T v novem preizkusu, smo z desno 
miškino tipko kliknili Nastavitve citometra v orodni vrstici brskalnika in izbrali 
Uporabi trenutne CST nastavitve. 
9. V Inšpektorju smo izbrali parametre, ki smo jih nameravali uporabiti v aplikaciji. 
10. Ustvarili smo FCS – SSC diagram ter histogram za fluorescenčne parametre na 
globalnem delovnem listu. 
11. Narisali smo zamejitveno okno (angl. »gate«) P1 za populacijo, ki nas je zanimala 
na FSC – SSC diagramu, izbrali vse fluorescenčne diagrame in z desnim klikom 
izbrali Prikaži populacije > P1. 
12. Ustvarili smo statistični pogled, da smo prikazali rSD negativne populacije za vsak 
fluorescenčni parameter.  
13. Ko smo imeli pripravljen eksperimen,t smo izmerili neobarvane celice. 
14. Za vsak parameter fluorescence (detektor) smo preverili ali so imele populacije 
negativnih celic rSD ≈ 2,5 x SDEN 
15. Kjer so vrednosti odstopale, smo prilagodili napetosti detektorjev in ponovno 
izmerili negativne celice. 
16. Postopek smo ponavljali, dokler nismo dosegli ustreznih napetosti.  
 
Shranjevanje nastavitev aplikacije 
1. Ko so bili izpolnjeni predpisani pogoji, smo shranili nastavitve aplikacije z desnim 
klikom Nastavitve citometra v orodni vrstici brskalnika in nato izbrali aplikacijo 
Nastavitve> Shrani. 
2. Če smo želeli uporabiti nastavitve aplikacije kasneje, smo z desno tipko miške 
kliknili Nastavitve za citometer v orodni vrstici brskalnika in izbrali Uporabi 
nastavitve aplikacije. 
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3.5 KOMPENZACIJA  
 
Za kompenzacijo smo uporabili neobarvane celice in kompenzacijske kroglice. Celice smo 
uporabili za Pt proti antigenom izraženim na celicah vzorca, ki smo ga uporabili za 
kompenzacijo.  Za antigene, ki na celicah niso bili izraženi, smo uporabili kompenzacijske 
kroglice. Dodajali smo volumne Pt po navodilu proizvajalca. 
 
Postopek priprave negativne kontrole:  
1. Označili smo ločeno epruveto  
2. Dodali smo 200 μl vzorca. Če je bil vzorec kontaminiran s periferno krvjo, smo 
nadaljevali s točko 3. V nasprotnem primeru smo nadaljevali s točko 4. 
3. Dodali smo 2 ml amonijevega klorida in inkubirali 10 minut v temi.  
4. Po inkubaciji smo centrifugirali 5 minut pri 15 000 obratih/minuto.  
5. Supernatant smo odlili, dodali 2 ml pufra (Cell Wash – BD Biosciences, San Jose, 
ZDA) in ponovno centrifugirali 5 minut na 15000 obratih/minuto.  
6. Po končanem centrifugiranju smo odlili supernatant in dodali 300 µl pufra (Cell 
Wash – BD Biosciences, San Jose, ZDA).  
Postopek priprave kompenzacijskih kontrol s celicami:  
1. Označili smo ločene epruvete 
2. V vsako epruveto smo odmerili 50μl vzorca in 50µl pufra (Cell Wash – BD 
Biosciences, San Jose, ZDA). 
3. Dodali smo volumne Pt po navodilu proizvajalca.  
4. Inkubirali smo 20 minut pri sobni temperaturi. Zaščitili smo pred 
izpostavljenostjo neposredni svetlobi. Če je bil vzorec kontaminiran s periferno 
krvjo, smo nadaljevali s točko 5. V nasprotnem primeru smo nadaljevali s točko 
6.  
5. Po inkubaciji smo dodali 2 ml amonijevega klorida in inkubirali 10 minut v temi.  
6. Centrifugirali smo 5 minut pri 15 000 obratih/minuto.  
7. Supernatant smo odlili, dodali 2 ml pufra (Cell Wash – BD Biosciences, San Jose, 
ZDA) in ponovno centrifugirali 5 minut na 15000 obratih/minuto.   
8. Odlili smo supernatant.  
9. V vsaki epruveti smo usedlino resuspendirali z dodatkom 300µl pufra (Cell Wash 
– BD Biosciences, San Jose, ZDA) in temeljito premešali na vorteksu. 
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Postopek priprave kompenzacijskih kontrol s kompenzacijskimi kroglicami (BD™ 
CompBead, 2012). 
1. Pred uporabo smo temeljito premešali BD ™ CompBeads. 
2. Označili smo ločene epruvete za vsako κ protitelo s fluorokomom, ki se bo uporabilo 
v poskusu. 
3. Dodali smo 100 μl pufra (Cell Wash – BD Biosciences, San Jose, ZDA) v vsako 
epruveto. 
4. Dodali smo 1 kapljico (približno 60 μl) negativne kontrole BD ™ CompBeads in 1 
kapljico BD ™ CompBeads Anti-Mouse Ig κ v vsako epruveto in premešali. 
5. Dodali smo volumen Pt po navodilu proizvajalca v ustrezno označene epruvete. (Pt 
smo dodali k mešanici kroglic in nato premešali na vorteksu ali vrtičniku.) 
6. Inkubirali smo 20 minut pri sobni temperaturi. Zaščitili smo pred izpostavljenostjo 
neposredni svetlobi. 
7. Po inkubaciji (glej korak 6 zgoraj) smo dodali 2 ml pufra (Cell Wash – BD 
Biosciences, San Jose, ZDA)  
8. Centrifugirali smo 5 min pri 1500 obratih na minuto 
9. Supernatant smo odlili. 
10. V vsaki epruveti smo usedlino resuspendirali z dodatkom 300µl pufra (Cell Wash – 
BD Biosciences, San Jose, ZDA). Temeljito smo premešali na vorteksu. 
 
 
Merjenje kompenzacijskih kontrol na pretočnem citometru 
1. Poiskali smo eksperiment v brskalniku. 
2. V eksperiment smo prenesli osnovne nastavitve pretočnega citometra, ki smo jih 
pripravili. 
3. Ustvarili smo kompezacijske kontrole (izberemo Experiment >Compensation Setup 
> Create Compensation Controls).  
4. Preverili smo ali so nastavitve pravilne.  
5. Posneli in analizirali smo meritve. Zamejitvena okna smo nastavili tako, da smo 
ločeno zamejevali negativno in pozitivno populacijo.  
6. Po končani analizi smo izračunali kompenzacijsko matriko (izberemo Experiment > 
Compensation Setup > Calculate Compensation). Preimenovali smo nastavitve 
kompenzacije in jo vključili v eksperiment. 
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3.6 TITRACIJA 
 
S titracijo Pt smo želeli določiti optimalni volumen Pt, pri katerem je ločitev pozitivne in 
negativne populacije maksimalna. Za titracijo vsakega Pt smo pripravili največ 6 volumnov 
Pt z različno količino Pt, ki so prikazani v preglednici 7. Število volumnov Pt je bilo odvisno 
od volumna, pri kateremu smo dosegli plato titracijske krivulje.   
 
Vzorce za IPC smo pripravili po prilagojenem protokolu, ki se uporablja za citološke vzorce 
na OIL (Kloboves Prevodnik, 2004). V vsako epruveto smo dodali tak volumen vzorca, da 
je bilo v epruveti 400 000 celic. Vzorce smo izmerili in analizirali na citometru FACSCanto 
10 (BD Biosciences, San Jose, ZDA). Uporabili smo nastavitve, ki smo jih pripravili za 
meritve vzorcev z novim 10-barvnim panelom. Po analizi rezultatov, smo narisali titracijske 
krivulje. 
 
 
Preglednica 7: Shematski prikaz dodanih volumnov protiteles za titracijo.  
Epruveta 
št. 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Volumen 
dodanega 
Pt (µl) 
0 1 2 3 5 6* 7** 10*** 15**** 
*6µl Pt smo titrirali le pri FMC7-V450 
**7µl Pt smo titrirali pri CD3-APC-Cy7, CD10-BV605, CD19-PE-Cy7, CD20-APC, CD23-AF-700 in CD45-
V500 
***10 µl Pt smo titrirali le pri Kappa-FITC, Lambda-PE, CD5-PerCp Cy5.5, CD19-PE-Cy7, CD20-APC in 
CD23-AF-700 
****15 µl Pt smo titrirali le pri CD5-PerCp Cy5.5 
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3.7 IZDELAVA POSKUSA ZA MERJENJE VZORCEV Z NOVIM 10-BARVNIM 
OSNOVNIM PANELOM 
 
Najprej smo naredili nov poskus z osnovnimi nastavitvami in kompenzacijo, ki smo jih 
predhodno opravili za novi 10-barvni osnovni panel. Poskus smo shranili in ga uporabili za 
vse naslednjine meritve in analize.  
Analiza rezultatov meritev: 
1. CD45 populacija: najprej smo naredili citogram, na katerem smo na eni osi prikazali 
CD45, na drugi pa SSC. Na diagramu smo izmerjene signale razdelili na CD45 
pozitivne in CD45 negativne ter obkrožili CD45 pozitivne celice.  
2. Izločitev dvojnih celic: V citogramu FSC-A/FSC-W smo obkrožili enojne celice, ki 
so pomembne za nadaljnjo analizo (dvojne celice smo izločili). 
3. Opredelitev malih in velikih limfocitov: V citogramu FSC-A/SSC-A smo obkrožili 
male in velike limfocite.  
4. Opredelitev linije (limfoidnih celic B in T): na malih in velikih limfocitih, ki smo 
jih obkrožili pod točko 3, smo tiste celice, ki so izražale označevalce CD19 ali CD20 
opredelili kot limfoidne celice B, medtem, ko smo limfoidne celice T opredelili po 
izražanju označevalca CD3.  
5. Drugi označevalci: na malih in velikih CD19 pozitivnih limfoidnih celicah B smo 
nato opredelili tudi izražanje drugih označevalcev, kot so površinske lahke verige κ 
in λ, CD10, CD5, CD23 in FMC7.  
 
 
3.8 TESTIRANJE NOVEGA 10-BARVNEGA OSNOVNEGA PANELA  
 
Novi 10-barvni osnovni panel smo testitali na 48 citoloških vzorcih. Rezultate meritev 
novega 10-barvnega osnovnega panela smo primerjali z rezultati meritev rutinskega 4-
barvnega osnovnega panela in končno diagnozo. Vzorce za IPC smo pripravili po 
prilagojenem protokolu, ki se uporablja za citološke vzorce na OIL (Kloboves Prevodnik, 
2004). Pt CD45-V500, CD19-PE-Cy7, CD5-PerCp-Cy5,5, CD10-BV605, CD23-APC-
R700, FMC7-V450, CD3-APC-Cy7, CD20-APC, κ-FITC in λ-PE smo dodajali v skladu z 
rezultati titracije Pt. Vzorce smo izmerili in analizirali na citometru FACSCanto 10 (BD 
Biosciences, San Jose, ZDA). Uporabili smo nastavitve, ki smo jih pripravili za meritve 
vzorcev z novim 10-barvnim panelom. 
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3.9 STATISTIČNE METODE 
S pomočjo opisne statistike smo povzeli pridobljene podatke o populaciji vzorcev in njenih 
sestavnih delih. Rezultate smo predstavili v grafični obliki s pomočjo grafov in tabel, ki 
predstavljajo bistvene podatke. Za grafično predstavitev podatkov smo uporabili program 
Microsoft Office Excel 2013.  
 
Ugotovili smo, da se rezultati meritev ne razporejajo normalno. Zato smo za ugotavljanje 
statistično značilnih razlik med rezultati meritev z novim 10-barvnim osnovnim panelom in 
rutinskimi paneli uporabili neparametrične teste. Test Hi-kvadrat smo uporabili za 
primerjavo delovanja Pt iz rutinskega osnovnega panela s Pt in novega 10-barvnega 
osnovnega panela. S korelacijo po Spearmanu in Mann-Whitnejev U-testom smo primerjali 
MFI in deleže pozitivnih celic v posameznih populacijah. Vse statistične teste smo opravili 
s programom SPSS 22 (Statistical Package for Social Sciences, IBM Corporation, New 
York, ZDA) z enako stopnjo tveganja (0,05).  
 
Rezultati korelacije (Microsoft Office Excel 2013) so prikazani na grafu skupaj z linearno 
trendno črto. 
 
Moč korelacije med posameznima populacijama smo ugotavljali glede na velikost 
korelacijskega koeficienta (R) po spodaj prikazani lestvici:  
r = 0-0.2: zelo nizka korelacija 
r = 0,2-0,4: nizka korelacija 
r= 0,4-0,6: primerna korelacija. 
r= 0,6-0,8: visoka korelacija. 
r = 0,8-1,0: zelo visoka korelacija.  
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4 REZULTATI 
 
4.1 KLINIČNI PODATKI IN DIAGNOZE  
 
Nov 10-barvni osnovni panel smo testirali na 48 vzorcih. Vzorci so bili odvzeti 45 bolnikom, 
med katerimi je bilo 22 žensk in 23 moških. Povprečna starost bolnikov je bila 63 let z 
razponom od 19 let do 92 let. Podatke o histoloških preiskavah smo poiskali za vseh 38 
vzorcev, kjer je bila citopatološka diagnoza limfom ali sumljivo za limfom. Za 14 vzorcev, 
podatkov o histološki preiskavi nismo dobili, zato je bila diagnoza le citopatološka, (9 RLP, 
1 DVCBL pri bolniku, ki se je zdravil za levkemijo dlakastih limfocitov, 1DVCBL, ki je bil 
zdravljen na citološko diagnozo, 1 kompozitni limfom in 2 KLL ). Pravilnost diagnoze smo 
potrdili s podatki o kliničnem poteku bolezni.  
 
V preostalih 34 primerih, kjer je bila citopatološka diagnoza limfom, je histološka preiskava 
potrdila limfom (7 FL, 6 LPC, 9 KLL, 3 DVCBL, 6 LMC in 1 kompozitni limfom). V dveh 
primerih je bila citopatološka diagnoza sumljiva za limfom. V 1. primeru, je histologija 
pokazala RLP, v 2. primeru pa DVCBL. Minimalna opazovalna doba je bila 7 mesecev.  
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Končne diagnoze so prikazane v preglednici 8. Končna diagnoza je bila RLP v 10 primerih 
in BCL v 38 primerih. Citopatološke diagnoze so se popolnoma skladale s končnimi 
diagnozami v 42 primerih (87,5 %). V 4 primerih (8,3 %) so bile diagnoze deloma skladne, 
saj smo citopatološko pravilno postavili diagnozo limfoma, vendar ga nismo pravilno 
klasificirali. Dva primera (4,2 %) sta bila na podlagi citopatološke diagnoze sumljiva za 
limfom. En primer je bil napačno sumljiv za limfom, drugi pa pravilno sumljiv za DVCBL. 
Lažno negativnih ali lažno pozitivnih primerov nismo imeli.  
 
Preglednica 8: Primerjava citopatoloških diagnoz in končnih diagnoz. 
Citopatološke 
diagnoze 
Končne diagnoze 
 FL LPC KLL DVCBL LMC Kompozitni 
limfom 
RLP 
 
Skupaj 
FL 7 
   
1 
 
 8 
LPC 
 
6 
    
 6 
KLL 
  
9 
 
1 
 
 10 
DVCBL 
   
6* 
  
 6 
LMC   1  4   5 
Kompozitni 
limfom 
     2**  2 
RLP       9 9 
Sumljivo za 
limfom 
   1   1 2 
Skupaj 7 6 10 7 6 2 10 48 
Legenda: KLL kronična limfatična levkemija, FL folikularni limfom, LMC limfom obrobnih celic, LPC limfom 
plaščnih celic, DVCBL difuzni velikocelični limfom B, *... v enem primeru DVCBL gre za trasformacijo KLL 
v DVCBL, v drugem pa je bila napotna diagnoza dlakastocelična levkemija, **...1) citoptološka in končna 
diagnoza sta bili kompozitni limfom: LMC+Fl  2) citopatološka diagnoza je bila drobnocelični limfom s sumom 
na T-celični limfom, končna diagnoza pa kompozitni DVCBL+periferni T-celični limfom 
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4.2 TESTIRANJE PROTITELES  
 
Preglednica 9 prikazuje število pozitivnih vzorcev za Pt, ki smo jih testirali v 14-barvnem 
panelu za vzorce z malo celicami. Primerjava testiranih Pt in Pt, ki smo jih uporabljali v 
rutinski diagnostiki, je pokazala, da je 7 od 8 testiranih Pt (CD45-V500, CD19-PE-Cy7, 
CD5-PerCp-Cy5,5, CD10-BV605, Kappa-FITC, Lambda-PE in CD20-APC) delalo dobro.  
Pt CD23-APC-AF700 ni delalo dobro. Sedemnajst od 110 (15 %) vzorcev je bilo CD23 
pozitivnih, če smo uporabili Pt CD23-APC-AF700 in 60 (55 %), če smo uporabili Pt CD23-
PE.  Razlika je bila statistično značilna razlika (p<0,001). 
 
 
Preglednica 9: Primerjava delovanja protiteles CD45-V500, CD19-PE-Cy7, CD5-PerCp-Cy5,5,CD10-BV605, 
CD23-AF-700, Kapa-FITC, Lambda-PE in CD20-APC na 110 vzorcih, kjer smo uporabili 14-barvni panel za 
vzorce z malo celicami. 
Protitelo-14-barvni 
panel za vzorce z 
malo celicami 
Št. 
pozitivnih 
vzorcev 
Protitelo- rutinski 
4-barvni osnovni 
panel 
Št. 
pozitivnih 
vzorcev 
Primerjava števila pozitivnih 
vzorcev z novim in starim 
panelom 
(p) 
CD5-PerCp-Cy5,5 59 CD5-APC 66 0,341 
CD10-BV605 43 CD10-APC 43 1 
CD20-APC 95 CD20-APC 94 0,842 
CD23-APC-AF700 17 CD23-PE 60 0,000 
KAPPA-FITC 64 KAPPA-FITC 63 0,891 
LAMBDA-PE 58 LAMBDA-PE 58 1 
CD45-V500 110 CD45-PerCp 110 * 
CD19-PE-Cy7 102 CD19-PE 101 0,801 
Legenda: FITC… fluorescein izotiocianat, PE… fikoeritrin, PerCP-Cy5.5…peridinin klorofil protein-
Cianin5.5, PE-Cy7…fikoeritrin – Cianin7, APC…alofikocianin, APC-Cy7… alofikocianin-Cianin7, AF-
700… Alexa fluor –700, APC-R700...alofikocianin-R700, p... stopnja značilnosti (0,05), *... p vrednosti ni 
mogoče izračunati, ker je število pozitivnih vzorcev enako številu vzorcev.  
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Korelacijo med Pt iz 14-barvnega panela za vzorce z malo celicami in Pt iz rutinskega panela 
smo prikazali v preglednici 10 in grafično s korelacijskimi premicami (Slika 12). Korelacija 
odstotka pozitivnih celic za Pt kappa, lambda, CD5, CD19, CD20, CD45 in CD10 je bila 
zelo visoka, statistično značilna. Korelacijski koeficient se je gibal od 0,996 (Pt lambda) do 
0,968 (Pt CD45). V deležu pozitivnih celic, ki smo ga določili s testnimi Pt in Pt, ki smo jih 
uporabljali v rutinski diagnostiki, ni bilo značilnih razlik. 
 
Za Pt CD23 je bila korelacija odstotka pozitivnih celic primerna (R = 0,459 ), statistično 
značilna (p<0,001). Delež CD23 pozitivnih celic, ki smo ga določili s testnimi Pt in Pt, ki 
smo jih uporabljali v rutinski diagnostiki se je značilno razlikoval (p<0,001). Zato smo Pt  
CD23- APC-AF700 zamenjali s Pt CD23-APC-R700 ter ga skupaj s CD3-APC-Cy7 in  
FMC7-V450 testirali na 25 vzorcih.  
 
 
Preglednica 10: Korelacija in primerjava deležev pozitivnih celih za protitelesa Kappa, Lambda, CD5, CD19, 
CD20, CD45, CD10 in CD23 za 110 vzorcev 
 Protitelo (4-barvni osnovni 
panel/14-barvni panel za 
vzorce z malo celicami) 
Delež pozitivnih celic  (%) 
 Korelacijski 
koeficient po 
Spearmanu (R) 
Moč korelacije Primerjava deleža 
pozitivnih celic dobljenih 
s Pt v novem in 
rutinskem panelu (p) 
1 Kappa-FITC/Kappa-FITC 0,985 
 
zelo visoka 0,878 
2 Lambda-PE/Lambda-PE 0,996 zelo visoka 0,883 
3 CD5-APC/CD5-PerCp-Cy5 0,975 zelo visoka 0,198 
4 CD19-PE/CD19-PE-Cy7 0,986 zelo visoka 0,64 
5 CD20-APC/CD20-APC 0,982 zelo visoka 0,772 
6 CD45-PerCP-Cy5,5/CD45-
V500 
0,968 zelo visoka 0,786 
7 CD10-APC/CD10-BV605 0,993 zelo visoka 0,943 
8 CD23-PE/CD23-AF700 0,459 primerna <0,001 
Legenda: R...korelacijski koeficient R, p... stopnja značilnosti (0,05), FITC… fluorescein izotiocianat, PE… 
fikoeritrin, PerCP-Cy5.5…peridinin klorofil protein-Cianin5.5, PE-Cy7…fikoeritrin – Cianin7, 
APC…alofikocianin, APC-Cy7… alofikocianin-Cianin7, AF-700… Alexa fluor –700, APC- 
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Slika 12 (A-G): Korelacija odstotka pozitivnih celic za protitelesa v rutinskem 4-barvnem osnovnem panelu(X 
os) in novem 10-barvnem osnovnem panelu (Y os). A) Kappa-FITC in Kappa-FITC, B) Lambda-PE in 
Lambda-PE, C) CD5-APC in CD5-PerCp-5,5, D) CD19-PE in CD19-PE-Cy7, E) CD20-APC in CD20-APC, 
F) CD45-PerCp Cy5,5 in CD45-V500, G) CD10-APC in CD10-BV605. Število vzorcev je bilo 110. Na X osi 
so predstavljeni podatki protiteles iz rutinskega 4-barvnega osnovnega panela, na Y osi pa podatki protiteles 
novega 10-barvnega osnovnega panela. Legenda: FITC… fluorescein izotiocianat, PE… fikoeritrin, 
APC…alofikocianin , PerCP-Cy5.5…peridinin klorofil protein-Cianin5.5, PE-Cy7…fikoeritrin – Cianin7. 
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Preglednica 11 prikazuje število pozitivnih vzorcev za Pt, ki smo jih testirali naknadno: 
CD3-APC-Cy7, FMC7-V450 in CD23-APC-R700. Izbrali smo vzorce, ki so bili na testirano 
Pt pozitivni. Primerjava testiranih Pt in Pt iz rutinske diagnostike, je pokazala, da so vsa 3 
Pt delala dobro. Vsi vzorci, ki so bili pozitivni v rutinskem panelu, so bili pozitivni tudi z 
novim 10-barvnim osnovnim panelom. 
 
 
Preglednica 11: Testiranje delovanja protititeles CD23-APC-R700, FMC7-V450 in CD3-APC-Cy7 na 25 
vzorcih 
Protitelo-nov 10-barvni 
osnovni panel 
Št. pozitivnih vzorcev Protitelo- obstoječi 
rutinski panel 
Št. pozitivnih vzorcev 
CD23-APC-R700 25 CD23-PE 25 
FMC7-V450 25 FMC7-FITC 25 
CD3-APC-Cy7 25 CD3-FITC 25 
Legenda: FITC… fluorescein izotiocianat, PE… fikoeritrin, APC-Cy7… alofikocianin-Cianin7, APC-R700… 
alofikocianin –R700 
 
Korelacijo med Pt CD23-APC-R700, CD3-APC-Cy7, FMC7-V450 in Pt iz rutinskega 
panela smo preverili na 25 vzorcih. Prikazali smo jo v preglednici 12 in grafično s 
korelacijskimi premicami (Slika 13). Korelacija odstotka pozitivnih celic za Pt CD23, FMC7 
in CD3 je bila zelo visoka, statistično značilna. Korelacijski koeficient se je gibal od 0,982 
(Pt CD23) do 0,971 (Pt CD3).  
 
 
Preglednica 12: Korelacija in primerjava deležev pozitivnih celic za protitelesa CD23, FMC7 in CD3 za 25 
vzorcev 
 Protitelo (rutinski 4-barvni osnovni 
panel/nov 10-barvni osnovni panel) 
Delež pozitivnih celic (%) 
 Korelacijski 
koeficient po 
Spearmanu (R) 
Moč korelacije Primerjava deleža 
pozitivnih celic 
dobljenih s Pt v 
novem in 
rutinskem panelu 
(p) 
1 CD23-PE/ CD23-APC-R700 0,982 zelo visoka 0,869 
2 FMC7-FITC/ FMC7-V450 0,978 zelo visoka 0,600 
3 CD3-FITC/ CD3-APC-Cy7 0,971 zelo visoka 1,000 
Legenda: R...korelacijski koeficient R, p... p vrednost Mann-Whitney testa, FITC… fluorescein izotiocianat, 
PE… fikoeritrin, APC-Cy7… alofikocianin-Cianin7, APC-R700… alofikocianin –R700. 
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Ugotovili smo, da so vsa tri Pt CD23-APC-R700, FMC7-V450 in CD3-APC-Cy7 delujejo 
dobro in da v deležu pozitivnih celic, ki smo ga določili s testnimi Pt in Pt, ki smo jih 
uporabljali v rutinski diagnostiki, ni bilo značilnih razlik (Preglednica 12 in Slika 13) 
 
 
Slika 13 (A-C): Korelacija odstotka pozitivnih celic za protitelesa v rutinskem 4-barvnem osnovnem panelu(X 
os) in novem 10-barvnem osnovnem panelu (Y os ). A) CD23-PE in CD23-APC-R700, B) FMC7-FITC in 
FMC7-V450, C) CD3-FITC in CD3-APC-Cy7. Število vzorcev je bilo 25. Na X osi so predstavljeni podatki 
protiteles iz rutinskega 4-barvnega osnovnega panela, na Y osi pa podatki protiteles novega 10-barvnega 
osnovnega panela. Legenda: PE…fikoeritrin, APC-R700...alofikocianin-R700, FITC… fluorescein 
izotiocianat, APC-Cy7… 
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Na podalgi rezultatov testiranj Pt smo sestavili nov 10-barvni osnovni panel, ki je prikazan 
v preglednici 13. Izbrali smo Pt konjugirana z naslednjimi fluorokromi: kappa-FITC, 
lambda-PE, CD5- PerCP-Cy5.5, CD20- APC, CD19- PE-Cy7, CD3-APC-Cy7, CD23-
APC–R700, FMC7- V450, CD45-V500 in CD10-BV605. Pt FMC7-V450 je od proizvajalca 
eBioscience. Vsa ostala uporabljena Pt so bila od proizvajalca BD Biosciences (San Jose, 
ZDA).  
 
 
Preglednica 13: Nov osnovni 10-barvni panel protiteles 
Fluorokrom  FITC PE PerCp 
Cy5,5 
PE-
Cy7 
APC APC- 
Cy7  
APC-
R700 
V450 V500 BV605 
protitelo Kappa Lambda CD5 CD19 CD20 CD3 CD23 FMC7 CD45 CD10 
Legenda: FITC… fluorescein izotiocianat, PE… fikoeritrin, PerCP-Cy5.5…peridinin klorofil protein-
Cianin5.5, PE-Cy7…fikoeritrin – Cianin7, APC…alofikocianin, APC-Cy7… alofikocianin-Cianin7, APC-
R700… alofikocianin –R700 
 
 
4.3 NASTAVITVE PRETOČNEGA CITOMETRA  
Ko smo imeli sestavljen panel z dobro delujočimi Pt, smo pred začetkom testiranja novega 
panela naredili nastavitve pretočnega citometra. Slika 14 prikazuje končne napetosti za 
merjenje parametrov novega 10-barvnega osnovnega panela.  
 
 
 
Slika 14: Nastavitve napetosti za parametre novega 10-barvnega osnovnega panela. 
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4.4 KOMPENZACIJA   
 
S kompenzacijo smo v veliki meri popravili prekrivanje fluorescenc. Slika 15 prikazuje 
spektralno kompenzacijsko matriko. Matrika nam prikaže odstotke spektralnega sevanja 
med fluorokromi, ki smo jih s procesom kompenzacije odstranili.  
 
 
Slika 15: Spektralna kompenzacijska matrika. Se nadaljuje...  
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nadaljevanje Slike 15: Spektralna kompenzacijska matrika  
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Z ustrezno kompenzacijo smo odstanili vsa neželjena sevanja iz sosednjih kanalov. Razlika 
med analizami pred in po kompenzaciji je pomembna za pravilno interpretacijo rezultatov 
pretočno citometričnih meritev. Slike 16-18 prikazujejo primer analize RLP vzorca brez in 
s kompenzacijo. Po kompenzaciji smo pravilno ločili populacije limfocitov B in T ter 
določili deleže pozitivnih celic (slika 16). 
 
 
 
  
A B 
Slika 16 : A) nekompenziran vzorec, B) kompenziran vzorec. Limfociti B (modro) in limfociti T (zeleno) 
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Pri nekompenziranem vzorcu je bilo razmerje med κ in λ 6,9 : 1, pri kompenziranem vzorcu 
je bilo razmerje med κ in λ 1,87 : 1 (slika 17). 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pri nekompenziranem vzorcu so bile celice pozitivne za CD10 in CD5. Pri kompenziranem 
vzorcu so celice CD5 šibko pozitivne in CD10 negativne (slika 18). 
 
 
 
  
A B 
A B 
Slika 17: A) nekompenziran vzorec. Razmerje med kappo in lambdo je 6.9:1. B) kompenziran vzorec. Razmerje 
med kappo in lambdo je 1,87:1. 
Slika 18: A) nekompenziran vzorec, B) kompenziran vzorec 
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4.5 TITRACIJA 
Volumni Pt, kot jih priporočajo proizvajalci, in volumni, ki smo jih določili s titracijo, so 
prikazani v preglednici 14. Razlike med njimi se gibljejo med 1µl in 15 µl.   
 
 
Preglednica 14: Priporočeni volumni proizvajalca in volumni Pt, ki smo jih določili s titracijo 
Fluorokrom  FITC PE PerCp 
Cy5,5 
PE-
Cy7 
APC APC- 
Cy7  
APC-
R700 
V450 V500 BV605 
Protitelo  Kappa Lambda CD5 CD19 CD20 CD3 CD23 FMC7 CD45 CD10 
Priporočeni 
volumen  (µl) 
20 20 20 5 5 5 5 5 5 5 
Titriran 
volumen (µl) 
5 5 6 3 5 5 4 4 2 2 
Razlika med 
priporočenim 
in titriranim 
volumnom 
(µl) 
15 15 14 2 0 0 1 1 3 3 
Legenda: FITC… fluorescein izotiocianat, PE… fikoeritrin, PerCP-Cy5.5…peridinin klorofil protein-
Cianin5.5, PE-Cy7…fikoeritrin – Cianin7, APC…alofikocianin, APC-Cy7… alofikocianin-Cianin7, APC-
R700… alofikocianin –R700 
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Titracijske krivulje so prikazane na slikah 19-28. Rdeča puščica na vsaki krivulji prikazuje 
optimalni volumen Pt, kjer s titracijo dosežemo plato krivulje.  
 
 
Slika 19: Titracijska krivulja za protitelo KAPPA-FITC. Krivulja doseže plato pri približno 5 µl, zato je to naš 
končni volumen za to Pt v novem panelu.  
Legenda: µl...mikroliter, MFI... mediana intenzivnost fluorescence, ↑... volumen, ki smo ga s titracijo izbrali 
za optimalnega.  
 
 
 
Slika 20: Titracijska krivulja protitelesa LAMBDA-PE 
Legenda: µl...mikroliter, MFI... mediana intenzivnost fluorescence, ↑... volumen, ki smo ga s titracijo izbrali 
za optimalnega.  
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Slika 21: Titracijska krivulja protitelesa CD5 PerCp Cy5, 5 
Legenda: µl...mikroliter, MFI... mediana intenzivnost fluorescence, ↑... volumen, ki smo ga s titracijo izbrali 
za optimalnega.  
 
 
 
Slika 22: Titracijska krivulja za protitelo CD19 PE-Cy7 
Legenda: µl...mikroliter, MFI... mediana intenzivnost fluorescence, ↑... volumen, ki smo ga s titracijo izbrali 
za optimalnega.  
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Slika 23: Titracijska krivulja za protitelo CD20 APC 
Legenda: µl...mikroliter, MFI... mediana intenzivnost fluorescence, ↑... volumen, ki smo ga s titracijo izbrali 
za optimalnega.  
 
 
 
Slika 24: : Titracijska krivulja protitelesa CD3 APD-Cy7 
Legenda: µl...mikroliter, MFI... mediana intenzivnost fluorescence, ↑... volumen, ki smo ga s titracijo izbrali 
za optimalnega.  
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Slika 25: Titracijska krivulja protitelesa CD23 APC-R700 
Legenda: µl...mikroliter, MFI... mediana intenzivnost fluorescence, ↑... volumen, ki smo ga s titracijo izbrali 
za optimalnega.  
 
 
 
Slika 26: Titracijska krivulja protitelesa FMC7 A450 
Legenda: µl...mikroliter, MFI... mediana intenzivnost fluorescence, ↑... volumen, ki smo ga s titracijo izbrali 
za optimalnega.  
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Slika 27: Titracijska krivulja protitelesa CD45 V500 
Legenda: µl...mikroliter, MFI... mediana intenzivnost fluorescence, ↑... volumen, ki smo ga s titracijo izbrali 
za optimalnega.  
 
 
 
Slika 28: Titracijska krivulja za protitelo CD10 BV605 
Legenda: µl...mikroliter, MFI... mediana intenzivnost fluorescence, ↑... volumen, ki smo ga s titracijo izbrali 
za optimalnega.  
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4.6 TESTIRANJE 10-BARVNEGA PANELA PROTITELES 
Nov 10-barvni osnovni panel protitles smo testirali na 48 vzorcih. V preglednici 15 je 
prikazan korelacijski koeficient za deleže pozitivnih celic, v preglednici 16 pa za MFI med 
Pt v novem 10-barvnem osnovnem panelu in Pt iz rutinskega 4-barvnega osnovnega panela. 
Za deleže pozitivnih celic je bila korelacija med Pt visoka (0,674) do zelo visoka (0,991), za 
MFI pa nizka (0,230) do zelo visoka (0,951). Korelacija za deleže pozitivnih celic je bila 
boljša kot za MFI (preglednici 15 in 16). Za deleže celic je bila korelacija za vsa Pt zelo 
visoka, le za Pt CD45 je bila visoka. Za MFI je bila korelacija zelo visoka za Pt kappa, 
lambda, CD5, CD19, CD20, CD23 in FMC7, visoka za Pt CD10, primerna za Pt CD3 in 
nizka za Pt CD45. Korelacija je bila za vsa Pt, razen za CD45 statistično značilna. V deležu 
celic, ki smo jih določili z novim 10-barvnega osnovnim panelom in z rutinskim 4-barvnim 
osnovnim panelom ni bilo značilnih razlik. Primerjava MFI pa je pokazala značilne razlike 
za protitelesa Kappa (p=0,003), CD45, FMC7 in CD3 (p<0,001) 
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Preglednica 15: Korelacija in primerjava deležev pozitivnih celic dobljenih s protitelesi iz rutinskega 4-
barvnega osnovnega panela in novega 10-barvnega osnovnega panela 
 Protitelo (4-barvni osnovni 
panel / nov 10-barvni 
osnovni panel) 
Delež pozitivnih celic (%) 
 Korelacijski 
koeficient po 
Spermanu (R) 
Moč korelacije Primerjava deleža 
pozitivnih celic 
dobljenih s  Pt v 
novem in rutinskem 
panelu (p) 
1 Kappa-FITC/Kappa-FITC 0,979 zelo visoka 0,631 
2 Lambda-PE/Lambda-PE 0,991 zelo visoka 0,761 
3 CD5-APC/CD5-PerCp-Cy5 0,947 zelo visoka 0,052 
4 CD19-Pe/CD19-PE-Cy7 0,983 zelo visoka 0,568 
5 CD20-APC/CD20-APC 0,978 zelo visoka 0,736 
6 CD45-PerCP-Cy5,5/CD45-
V500 
0,674 visoka korelacija 0,783 
7 CD23-PE/CD23-APC-R700 0,969 zelo visoka 0,933 
8 FMC7-FITC/FMC7-V450 0,970 zelo visoka 0,814 
9 CD3-FITC/CD3APC-Cy7 0,977 zelo visoka 0,832 
10 CD10-APC/CD10-BV605 0,871 zelo visoka 0,452 
 Legenda: R...korelacijski koeficient R, p... stopnja značilnosti (0,05), FITC… fluorescein izotiocianat, PE… 
fikoeritrin, PerCP-Cy5.5…peridinin klorofil protein-Cianin5.5, PE-Cy7…fikoeritrin – Cianin7, 
APC…alofikocianin, APC-Cy7… alofikocianin-Cianin7, AF-700… Alexa fluor –700, APC-
R700...alofikocianin-R70 
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Preglednica 16: Korelacija in primerjava MFI dobljenih s protitelesi iz rutinskega 4-barvnega osnovnega panela 
in novega 10-barvnega osnovnega panela 
 Protitelo (4-barvni osnovni 
panel / nov 10-barvni 
osnovni panel) 
Mediana intenziteta fluorescence (MFI) 
 Korelacijski 
koeficient po 
Spermanu (R) 
Moč korelacije Primerjava MFI 
dobljenih s Pt v novem 
in rutinskem panelu (p) 
1 Kappa-FITC/Kappa-FITC 0,921 zelo visoka 0,003 
2 Lambda-PE/Lambda-PE 0,875 zelo visoka 0,794 
3 CD5-APC/CD5-PerCp-
Cy5 
0,918 zelo visoka 0,422 
4 CD19-Pe/CD19-PE-Cy7 0,814 zelo visoka 0,703 
5 CD20-APC/CD20-APC 0,889 zelo visoka 0,93 
6 CD45-PerCP-Cy5,5/CD45-
V500 
0,230 nizka < 0,001 
7 CD23-PE/CD23-APC-
R700 
0,951 zelo visoka 0,197 
8 FMC7-FITC/FMC7-V450 0,832 zelo visoka < 0,001 
9 CD3-FITC/CD3APC-Cy7 0,455 primerna < 0,001 
10 CD10-APC/CD10-BV605 0,797 visoka 0,968 
Legenda: R...korelacijski koeficient R, p... stopnja značilnosti (0,05) FITC… fluorescein izotiocianat, PE… 
fikoeritrin, PerCP-Cy5.5…peridinin klorofil protein-Cianin5.5, PE-Cy7…fikoeritrin – Cianin7, 
APC…alofikocianin, APC-Cy7… alofikocianin-Cianin7, AF-700… Alexa fluor –700, APC-
R700...alofikocianin-R700 
 
Korelacijo med deleži pozitivnih celic, ki smo jih določili z Pt iz rutinskega panela in Pt iz 
novo sestavljenega panela smo prikazali tudi grafično s korelacijskimi premicami (Slika 29). 
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Se nadaljuje... 
Slika 29 (A-F): Korelacija odstotka pozitivnih celic za protitelesa v rutinskem 4-barvnem osnovnem panelu (X 
os) in novem 10-barvnem osnovnem panelu (Y os) A) Kappa-FITC, Lambda-PE, CD5-APC in CD5-PerCp 
Cy5, CD19-PE in CD19-PE-Cy7, CD20-APC, CD45-PerCp Cy5,5 in CD45-V500  Število vzorcev je bilo 48.  
Legenda: FITC… fluorescein izotiocianat, PE… fikoeritrin, APC…alofikocianin, PerCP-Cy5.5…peridinin 
klorofil protein-Cianin5.5, PE-Cy7…fikoeritrin – Cianin7, PerCP-Cy5.5…peridinin klorofil protein-
Cianin5.5. 
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nadaljevanje slike 29 (G-J): Korelacija odstotka pozitivnih celic za protitelesa v rutinskem 4-barvnem 
osnovnem panelu(X os) in novem 10-barvnem osnovnem panelu (Y os) G) CD23-PE in CD23-APC-R700, H) 
FMC7-FITC in FMC7-V450, I) CD3-FITC in CD3-APC-Cy7, J) CD10-APC in CD10-BV605  Število vzorcev 
je bilo 48.  
 
 
Legenda: FITC… fluorescein izotiocianat, PE… fikoeritrin, APC…alofikocianin, APC-Cy7… alofikocianin-
Cianin7, APC-R700...alofikocianin-R700 
 
Korelacijo med MFI, ki smo jo določili s Pt iz rutinskega panela in Pt iz novo sestavljenega 
panela, smo prikazali tudi grafično s korelacijskimi premicami ( Slika 30). 
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Se nadaljuje 
Slika 30 (A-F): MFI vrednosti za protitelesa v rutinskem 4-barvnem osnovnem panelu (X os) in novem 10-
barvnem osnovnem panelu (Y os) A) Kappa-FITC in Kappa-FITC, B) Lambda-PE in Lambda-PE, C) CD5-
APC in CD5-PerCp Cy5, D)CD19-PE in CD19-PE-Cy7, E) CD20-APC in CD20-APC, F)CD3-FITC in CD3-
APC-Cy7   Število vzorcev je bilo 48. 
Legenda: FITC… fluorescein izotiocianat, PE… fikoeritrin, APC…alofikocianin, PerCP-Cy5…peridinin 
klorofil protein-Cianin5.5, PE-Cy7…fikoeritrin – Cianin7, APC-Cy7… alofikocianin-Cianin7. 
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nadaljevanje slike 30: (G-J): MFI vrednosti za protitelesa v rutinskem 4-barvnem osnovnem panelu (X os) in 
novem 10-barvnem osnovnem panelu (Y os) G) CD23-PE in CD23-APC-R700, H) FMC7-FITC in FMC7-
V450, I) CD45-PerCp Cy5,5 in CD45-V500, J) CD10-APC in CD10-BV605  Število vzorcev je bilo 48. 
 
Legenda: FITC… fluorescein izotiocianat, PE… fikoeritrin, APC…alofikocianin, PerCP-Cy5.5…peridinin 
klorofil protein-Cianin5.5, APC-R700...alofikocianin-R700 
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4.6.1 Primerjava rezultatov meritev z novim panelom in končnimi diagnozami. 
 
Izražanje označevalcev kappa, lambda, CD5, CD10, CD20, CD23 in FMC7 smo določili za 
38 vzorcev BCL in 10 vzorcev RLP. Za vse primere, smo z novim 10-barvnim osnovnim 
panelom in z rutinskim osnovnim panelom določili enak imunofenotip limfomskih celic. Le 
v dveh primerih kompozitnih limfomov, smo z novim 10-barvnim osnovnim panelom lahko 
bolj natančno opredelili obe limfomski populaciji.  Vseh 38 vzorcev limfomov je bilo 
monotipičnih, 9 od 10 RLP pa politipičnih. V 1 RLP površinske lahke verige niso bile 
izražene. Preglednica 17 prikazuje izražanje CD5, CD10, CD20, CD23 in FMC7 glede na 
končno diagnozo.   
 Devet od 10 vzorcev KLL je izražalo značilen imunofenotip (CD 5+, CD10-, FMC7-
,CD20+ in CD23+). 1 vzorec je imel atipični imunofenotip (CD5-, CD10-, CD23-, 
FMC7-, CD20 zmerno poz.). Ta vzorec je dobil končno diagnozo KLL glede na 
rezultate histološke analize.  
 Vsi vzorci LPC so imeli značilen imunofenotip. (CD 5+, CD10-, CD20+ in CD23). 
Izražanje FMC7 je bilo neznačilno, FMC7 je bil izražen le v 1/6  LPC.   
 Tudi vsi vzorci FL so imeli značilen imunofenotip (CD 5-, CD10+/- CD20+ in 
CD23-/+). FMC7 je bil izražen v 6 od 7 vzorcev. 
 Štirje vzorci od 6 so izražali značilen imunofenotip za LMC (CD 5-/+, CD10- , 
FMC7+, CD20+ IN CD23-/+). Dva vzorca sta imela atipičen imunofenotip, saj sta 
bila negativna za označevalec FMC7, 1 od teh 2 vzorcev je bil tudi pozitiven za 
označevalec CD10.  
 Vseh 7 vzorcev je imelo značilen imunofenotip za DVCBL (CD 5-/+, CD10 +/-, 
FMC7-/+, CD20+ in CD23-/+).  
 
 
Preglednica 17: Delež vzorcev, ki so imeli izražene antigene CD5, CD10, CD20, CD23 in FMC7. Kompozitni 
limfomi niso vključeni. 
 CD označevalec  
Končne diagnoze  CD5 CD10 CD20 CD23 FMC7 
KLL (N=10) 9 0 9 9 0 
LPC (N=6) 6 0 6 1 1 
FL (N=7) 0 7 7 2 6 
LMC (N=6) 3 1 6 2 4 
DVCBL (N=7) 2 2 7 1 4 
Legenda: KLL kronična limfatična levkemija, FL folikularni limfom, LMC limfom obrobnih celic, LPC limfom 
plaščnih celic, DVCBL difuzni velikocelični limfom B, *... v enem primeru DVCBL gre za trasformacijo KLL 
v DVCBL.  
Za pozitivne rezultate smo šteli tako vzorce, ki so bili močno pozitivni, kot vzorce, ki so bili šibko do zmerno 
pozitivni.  
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4.6.2 Prednosti in slabosti novega panela  
 
Čas, ki smo ga porabili za pripravo, merjenje in analizo vzorcev z uporabo rutinskega 4-
barvnega osnovnega panela in čas potreben z uporabo novega 10-barvnega osnovnega 
panela smo merili na 10 vzorcih in je prikazan v preglednici 18. Vsa Pt smo dodajali 
posamezno. Z novim 10-barvnim osnovnim panelom smo za pripravo in meritve v povprečju 
porabili 6 minut manj, kot z rutinskim 4-barvnim osnovnim panelom, za analizo rezultatov 
pa 3,2 minut več. 
 
 
Preglednica 18: Čas potreben za pripravo vzorca, merjenje in analizo s rutinskim 4-barvnim osnovnim panelom 
in novim 10-barvnim osnovnim panelom. 
Zaporedna številka 
vzorca 
Rutinski 4-barvni osnovni panel  Nov 10-barvni osnovni panel 
čas za pripravo 
vzorca in 
merjenje (min) 
čas za analizo 
vzorca (min) 
čas za pripravo 
vzorca in 
merjenje (min) 
čas za analizo 
vzorca (min) 
1. 63,5 10 57 13,5 
2. 62 10,5 56,5 15 
3. 63,5 11,5 57,5 14 
4. 62,5 11 56 14,5 
5. 63,5 10 57,5 13 
6. 62 9 56,5 12,5 
7. 63,5 10,5 57 13,5 
8. 62,5 12,5 56,5 15 
9. 64 11 58 14,5 
10. 63 12 57,5 15 
Povprečje 63 10,8 57 14 
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Primerjali smo tudi ceno med rutinskim in novim 10-barvim osnovnim panelom Pt za en 
vzorec (Preglednica 19). Pri izračunu smo upoštevali porabo protiteles, ki smo jo določili s 
titracijo. Izračunali smo, da je nov panel Pt dražji zaradi višje cene Pt CD20, CD23, FMC7 
in CD3.  
 
 
Preglednica 19: Cene protiteles v rutinskem 4-barvnem osnovnem panelu in novem 10-barvnem osnovnem 
panelu. 
Pt Cena Pt v 4-barvnem osnovnem 
panelu/vzorec (EUR) 
Cena Pt v novem 10-barvnem 
panelu/vzorec (EUR) 
Kappa 1,73 1,73 
Lambda 1,73 1,73 
CD5 3,93 3,15 
CD19 8,49 4,21 
CD20 3,93 6,55 
CD45 2,49 2,6 
CD23 1,97 7,42 
FMC7 1,64 6,46 
CD3 2,03 7,44 
CD10 3,93 2,67 
Skupaj 31,87 43,96 
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Klinični pomen novega 10-barvnega osnovnega panela se je pokazal v primeru bolnika s 
kompozitnim marginalnoceličnim limfom in folikularnim limfomom. Ker je panel sestavljen 
tako, da so vsa Pt v isti epruveti, smo lažje diagnosticirali, da gre za 2 različni monotipični 
populaciji limfomov, kot z rutinskim panelom Pt. Opazili smo dve neoplastični populaciji, 
obe sta imeli κ površinske lahke verige, ena populacija limfomskih celic je bila  pozitivna za 
CD5, druga populacija pa za CD10 ( Slika 31). 
 
 
Slika 31 (A-D): Kompozitni  marginalno celični (LMC) in folikularnim (FL) limfom. A) Izražanje CD19 in 
CD3. B) Celice LMC so bile CD5 pozitivne (rdeče označeno), celice  FL pa CD10 pozitivne (vijolično 
označeno). C) Izražanje kappa in lambda. D) Izražanje CD23 in FMC7 
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
 
Metodo IPC na OIL uporabljajo že od leta 1998. Pomembna je za postavitev pravilne 
diagnoze limfoma. Trenutno v rutinski citopatološki diagnostiki uporabljajo 4-barvni 
osnovni panel Pt, s pomočjo katerega lahko na 1 celici opredelijo prisotnost oziroma 
odsotnost 4 Ag hkrati (Kloboves Prevodnik, 2010). Uporabljajo ga predvsem za razlikovanje 
med RPL in BCL v vzorcih ABTI bezgavk. 
 
Z našo raziskavo smo sestavili nov 10-barvni osnovni panel Pt za diagnostiko BCL iz 
vzorcev ABTI bezgavk. Pokazali smo, da so rezultati 10-barvnega osnovnega panela 
primerljivi rezultatom 4-barvnega osnovnega panela in da je 10-barvni panel primeren za 
uporabo v rutinski diagnostiki. Nov 10-barvni osnovni panel smo testirali na 6 do 9 vzorcih 
najpogostejših BCL (FL, LPC, KLL, DVBCL, LMC), 2 vzorcih s kompozitnim limfomom 
in 10 vzorcih RLP. Imunofenotip limfoidnih celic se je pri vseh vzorcih (100 %) skladal s 
imunofenotipom pridobljenim z rutinskim 4-barvnim osnovnim panelom.  
 
Z novim panelom Pt smo izboljšali zanesljivost diagnostike BCL, skrajšali čas priprave 
vzorcev za IPC in zmanjšali število nediagnostičnih vzorcev za IPC (vzorci z malo celicami). 
 
 
Klinični podatki in diagnoze  
 
Ko vzorce ABTI analiziramo z IPC, lahko z visoko gotovostjo ločimo limfome od reaktivnih 
procesov. V veliki večini primerov je mogoča tudi natančna klasifikacija BCL (Liu K. in 
sod., 2000).  
 
Z našo študijo smo tako kot drugi (Liu K., 2001; Dong H.Y., 2001; Chhieng D.C.,2000 ) 
pokazali, da je citologija skupaj z imunofenotipizacijo zelo natančna pri postavljanju 
diagnoz BCL iz vzorcev ABTI. Potrdili smo, da lahko večino z ABTI pridobljenih vzorcev 
BCL, pravilno diagnosticiramo in klasificiramo. Ob upoštevanju imunofenotipa smo 
pravilno klasificirali 32 od 38 (86,8 %) histološko potrjenih BCL. Pri 14 (29,2 %) vzorcih, 
podatkov o histološki preiskavi nismo dobili, zato je bila citopatološka diagnoza tudi končna 
diagnoza.  
 
Citopatološke diagnoze so se popolnoma skladale s končnimi diagnozami v 42 primerih 
(87,5 %). Naša korelacija med citopatološko diagnozo in histološko diagnozo je boljša od 
korelacij, ki jih navajajo Liu K. in sod. (2000) in Chhieng D.C. in sod. (2000). Prvi navajajo 
83 % korelacijo, drugi pa 85 % korelacijo med postavljenimi diagnozami.   
 
Dva  vzorca v naši raziskavi sta bila sumljiva za BCL V prvem primeru je bila morfološka 
slika atipična, neznačilna, imunofenotip, pa je kazal RLP. Zaradi kliničnega suma na limfom, 
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je bil odvzet histološki vzorec, katerega preiskava je ovrgla sum na limfom. V drugem 
primeru sumljivega vzorca smo z IPC našli populacijo malih reaktivnih T limfocitov in 
populacijo velikih monotipičnih celic B. Ker mikroskopska slika ni bila značilna za limfom, 
IPC pa je pokazala manjšo populacijo monotipičnih celic B sumljivih za limfom, smo 
opravili še histološko analizo. Ta je pokazala DVBCL. Drugih lažno negativnih ali lažno 
pozitivnih diagnoz nismo postavili. Zeppa in sod. (2001) so v obsežnejšem pregledu 446 
vzorcev dobili le 4 lažno negativne primere in 1 lažno pozitiven, Chhieng D.C. in sod. pa 
med 56 vzorci, 3 lažno negativne.   
 
Uspešnost v klasifikaciji BCL je bila v naši raziskavi odvisna od tipa limfoma. Najboljše 
rezultate smo dobili pri LPC, kjer smo pravilno diagnozo postavili za vseh 6 primerov (100 
%). Največ težav smo imeli pri klasifikaciji LMC, kjer smo pravilno klasificirali le 4 primere 
(67 %). Tudi drugi avtorji (Dong HY, 2001; Zeppa P, 2010), navajajo, da je bil večji delež 
pravilno klasificiranih limfomov pri tistih BCL, ki imajo zelo značilno morfološko sliko in 
imunofenotip limfoidnih celic.  
 
Atipični imunofenotip je bil prisoten pri 3 (7,9 %) primerih BCL (1 KLL, 2 MZL), ki smo 
jih zajeli v našo študijo. Ponoven pregled histogramov je pokazal, da so bile prvotne 
citološke diagnoze napačne zaradi neznačilnega imunofenotipa. Za razlike med citološko in 
histološko diagnozo je več možnih vzrokov: (i) izguba antigenov na limfomskih celicah 
zaradi napredovanja bolezni in zdravljena, (ii) senzitivnost in specifičnost IPC in IHK za 
prikaz celičnih antigenov ni enaka, zato se imunofenotip, ki ga določimo z IPC in IHK, lahko 
razlikuje; (iii)  zaradi majhne celularnosti citoloških vzorcev se v citopatologiji uporabljajo 
omejeni paneli Pt, ki ne zagotavljajo pravilne klasifikacije BCL v vseh primerih. 
 
Kombinacija Pt, ki jo imamo v novem 10-barvnem osnovnem panelu Pt v primerih z 
atipičnim imunofenotipom, ne omogoča zanesljive klasifikacije BCL. Zato se za dodatno 
opredelitev BCL še naprej uporablja sekundarna Pt (Klopčič, 2016; Wood, 2006).  
 
 
Testiranje Pt  
 
Kljub temu, da proizvajalec zagotavlja pravilno delovanje Pt, je potrebno Pt pred klinično 
uporabo testirati, ker so Ag lahko izraženi močno ali šibko. Johansson U. in sod. (2014) 
priporočajo, da testiramo Pt, tako da označimo celice z 1) vsemi Pt, ki jih bomo uporabili v 
panelu, in 2) z vsakim posameznim Pt. Potem primerjamo MFI in odstotek pozitivnih celic 
med epruvetami s posameznimi oznakami in epruvetami z vsemi označevalci hkrati.  
 
Mi smo za testiranje Pt izbrali način, ki ga uporabljajo na oddelku za citopatologijo OIL in 
zagotavlja za paciente varno spreminjanje panelov Pt, ki se uporabljajo v rutinski diagnostiki 
limfomov. Izraženost antigenov smo v istem vzorcu določili z rutinskim 4-barvnim 
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osnovnim panelom Pt in z novim 10-barvnim osnovnim panelom Pt. Primerjali smo odstotke 
pozitivnih celic in MFI, ki smo jih določili z rutinskim in novim panelom, da bi preverili ali 
lahko  s Pt v novem panelu prikažemo tudi antigene, ki so šibko izraženi.  
 
Da bi znižali čas in stroške, potrebne za testiranje Pt, smo najprej preverili rezultate testiranj 
za 8 Pt, ki smo jih že testirali v sklopu  14-barvnega panela za vzorce z malo celicami.  
Ugotovili smo da je 7 od 8 Pt (CD45-V500, CD19-PE-Cy7, CD5-PerCp-Cy5,5, CD10-
BV605, Kappa-FITC, Lambda-PE in CD20-APC) delalo dobro.  Delovanje Pt CD23-APC 
Alexa Fluor je bilo neustrezno. Korelacija odstotka pozitivnih celic je bila sicer primerna ( 
R = 0,459 ), vendar premajhna za zanesljivo klasifikacijo BCL  in uporabo v rutinski 
diagnostiki. Ag se na različnih BCL različno močno izražajo. Barvilo APC Alexa Fluor 700 
ima šibko relativno svetilnost, zato z njim najverjetneje nismo zaznali šibko izraženih Ag. 
V rutinskem osnovnem panelu je Pt CD23 vezano na barvilo PE, ki ima močno relativno 
svetilnost. Ker je CD23 diagnostično pomemben označevalec, smo Pt CD23-APC Alexa 
Fluor 700 zamenjali s Pt CD23-APC-R700. Barvilo BD Horizon APC-R700, je razvilo 
podjetje BD Biosciences za boljšo alternativo barvilu Alexa Fluor® 700. APC-R700 vzbuja 
in oddaja podobne valovne dolžine kot Alexa Fluor® 700, vendar ima občutno izboljšano 
svetilnost (BD Biosciences, 2018). 
 
V nadaljevanju smo poleg Pt CD23-APC-R700 testirali še Pt FMC7 in CD3 na 25 vzorcih z 
znanim izražanjem Ag in zaključili, da tudi ta Pt delajo dobro, saj med deležem pozitivnih 
celic z novimi Pt in Pt, ki smo jih uporabili v rutinskem osnovnem panelu, ni bilo značilnih 
razlik. 
 
 
Nastavitve pretočnega citometra  
 
Ko smo preverili ustreznost delovanja vseh Pt za novi 10-barvni osnovni panel Pt, smo 
opravili nastavitve pretočnega citometra. Pretočni citometer smo nastavili v skladu z 
navodili BD Biosciences (Ellen Meinel in sod., 2012). V BD FACSDiva programu smo se 
povezali s CS&T modulom, uporabili trenutne CTS nastavitve in prilagodili napetosti 
detektorjev fluorescenc za vsak fluorescenčni parameter osnovnega 10-barvnega panela. Za 
rezultat smo dobili dovolj visoko nastavljene napetostne nivoje, da elektronski šum ni 
prevladal nad šibko pozitivnimi celicami. Tako smo obdržali signale šibko pozitivnih 
populacij celic. Prav tako pa napetostnih nivojev nismo nastavili previsoko, da zelo svetli 
označevalci niso presegli linearne ravni detektorja.  
 
CS&T modul so uvedli leta 2008 (Kalina, 2012). Modul avtomatsko izračuna optimalne 
napetostne nastavitve za posamezni instrument. Med nastavitvami CS&T in EuroFlow so 
razlike, zaradi različnih meril za optimalno nastavitev napetosti PMT. S CS & T 
nastavitvami dobimo boljšo občutljivost za šibke signale, EuroFlow nastavitve pa so 
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prilagojene za merjenje tako šibkih signalov, kot signalov molekul z zelo visokimi stopnjami 
izražanja. Tako EuroFlow nastavitve, kot CS & T modul pa imata v praksi optimalne 
nastavitve PMT in omogočata zgodnje odkrivanje napak pretočnega citometra (Kalina in 
sod, 2012). 
 
Kontrolo delovanja pretočnega citometra smo naredili dnevno, pred meritvami. Uporabili 
smo dve različni vrsti kroglic (BD FACSDivaTM CS&T IVD Beads in SPHERO™ 
Rainbow Calibration Particles (8 Peaks)) in nastavitve, ki smo jih naredili s CS&T modulom. 
Kalina in sod. (2012) so prav tako vsak dan preverili delovanje pretočnega citometra. 
Uporabili so »Rainbow 8-peak« kroglice in Euroflow nastavitve. Rajab in sod. (2017) pa so 
uporabili za dnevno kontrolo BD FACSDiva CS&T IVD beads. 
 
Kompenzacija 
 
Po nastavitvah smo naredili še kompenzacijo. Držali smo se smernic, ki jih priporoča 
proizvajalec pretočnega citometra – BD Biosciences. Večina programskih oprem za IPC 
vsebuje algoritme za avtomatiziran izračun spektralnega sevanja, vključno s 
kompenzacijskimi matrikami (BD Technical Bulletin, 2009). Tak način kompenzcije je 
splošno priporočen (Johansson, 2014; Roederer, 2002), zato smo ga  uporabili tudi za namen 
naše študije. Rezultate je treba vedno pregledati vizualno (Roederer, 2002). 
 
Med našo kompenzacijo fluorescenc in smernicami Euroflow standardizacije (Kalina in 
sod., 2012) je bilo le nekaj manjših razlik. Kalina in sod. so uporabili periferno kri in 8-
barvni panel, mi pa vzorec ABTI bezgavke in nov 10-barvni osnovni panel Pt. Celice smo 
uporabili za 7 fluorokromov (FITC, PE, PerCp5,5, APC, PeCy7, APC-Cy7, V500), 
kompenzacijske kroglice za preostale 3 (APC-R700, V450, BV605). Kalina in sod. so 
kompenzacijske kroglice uporabili za molekule, ki niso prisotne na normalnih celicah 
periferne krvi (npr.CD117-PeCy7). Mi smo kompenzacijske kroglice uporabili za tiste 
označevalce, za katere je bil vzorec negativen (CD23-APC-R700, FMC7-V450 in CD10-
BV605).  
 
S kompenzacijo smo zmanjšali napako meritev, ki se pojavi zaradi sevanja fluorokromov v 
spektre drugih fluorokromov. S tem smo ločili populacije ter znižali možnost pojavljanja 
lažno pozitivnih in negativnih rezultatov.Kako pomembna je kompenzacija za pravilno 
razlago rezultatov pretočno citometričnih meritev smo prikazali z dvema primeroma, ki jih 
prikazuje slika 17. Razmerje med λ in κ lahkimi verigami je odločilnega pomena za 
razlikovanje med RLP in BCL. Mejne vrednosti razmerja med lahkimi verigami, za 
razlikovanje med BCL in RLP v vzorcih ABTI bezgavk, ki se uporabljajo v laboratoriju za 
pretočno citometrijo na OIL so κ: λ = 3,6:1 in λ:κ = 2,5:1 (Brožič, 2016).  Ob neustrezni 
kompenzaciji je razmerje med κ in λ lahkimi verigami lahko napačno in ima za posledico 
napačno diagnozo. V primeru z napačno kompenzacijo, prikazanem na sliki A, je bilo 
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razmerje med površinskim lahkimi verigami κ: λ = 6,9:1, zato bi lahko zaključili, da gre za 
limfom. Ob ustrezni kompenzaciji je bilo razmerje κ: λ =1.87:1 značilno za RLP, kar je 
potrdila tudi histološka preiskava.  
 
Kompenzacija je pomembna tudi za klasifikacijo limfomov. Izražanje CD5, CD23, FMC7 
in CD10 je pomembno za opredelitev tipa limfoma, zato je zelo pomembno, da pri analizi 
prav ocenimo ali je populacija celic pozitivna ali negativna na te označevalce. V primeru 
prikazanem na sliki 18, bi iz nekompenzirane slike lahko domnevali, da je vzorec pozitiven 
tako za CD5, kot za CD10. Hkratno izraženje CD10 in CD5 je v literaturi opisano na 
posameznih primerih drobnoceličnih limfomov B (Dong HY, 2003).  Ob upoštevanju 
pravilne kompenzacije se je izkazalo, da CD10 na celicah ni izražen, CD5 pa le šibko. 
 
Titracija 
 
Pred uporabo novega 10-barvnega osnovnega panela Pt smo vsa Pt titrirali. Titriran volumen 
je pogosto nižji od priporočenega volumna proizvajalca. Možen vzrok za to je, da v našem 
laboratoriji uporabljamo manjše število celic za IPC, kot ga je uporabil proizvajalec pri 
testiranju. Titracija Pt pred uporabo je zato močno priporočena oz. Skoraj nujna (Johansson, 
2014). Vsa Pt smo torej titrirali, da smo določili optimalen volumen, pri kateremu ločimo 
signal od hrupa in zmanjšamo fluorescenco ozadja (Rajab A. in sod., 2014; Mahdi T. in sod., 
2016). Za titracijo Pt smo uporabili vzorce, ki pokrivajo pričakovani razpon izražanja Ag 
testiranih populacij, kot priporočajo Tanquiri in sod. (2013).Vzorce smo vedno pripravili na 
enak način, standardizirali smo tudi pogoje barvanja in število celic (400.000). Mi smo za 
titracijske krivulje uporabili MFI, medtem ko so drugi raziskovalci uporabili SI (Tanquiri in 
sod, 2013; Hulpas in sod., 2009). Za krivulje z MFI smo se odločili iz dosedanjih izkušenj, 
ki kažejo, da so rezultati titracij z MFI enaki kakor če bi uporabili  SI. Drugi razlog pa je, da  
smo merili površinske označevalce in ne citoplazemskih. V kolikor bi merili citoplazemske 
označevalce, bi morali izračunati SI, saj bi bilo težje ločiti signal od hrupa.   
 
S titracijo torej izboljšamo rezultate meritev, obenem pa tudi znižamo stroške uporabe Pt. 
Nekateri titrirani volumni, ki smo jih določili s titracijo so bili takšni, kot jih priporoča 
proizvajalec (CD20-APC, CD3-APC-Cy7), drugi pa so bili do 15 µl manjši od priporočenih 
volumnov proizvajalca. Na primer Kappa-FITC: priporočen volumen s strani proizvajalca 
je 20 µl, mi smo pa s titracijo prišli do zaključka, da pridemo do pravilnih rezultatov že s 5µl 
omenjenega Pt v panelu. 
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Testiranje novega panela 
 
V zadnjem delu naše raziskave smo želeli preveriti ali smo vsa testiranja Pt, nastavitve, 
kompenzacijo in titracijo naredili pravilno in bomo posledično dobili rezultate primerljive 
rutinskim. Prav tako smo želeli preveriti, če vsa Pt iz novega 10-barvnega osnovnega panela 
delujejo v mešanici vseh 10 Pt v isti epruveti enako dobro, kot delujejo samostojno. Obenem 
pa smo želeli nov 10-barvni osnovni panel preveriti na različnih najpogostejših BCL, ker 
vemo, da različni BCL različno močno izražajo Ag. V ta namen smo primerjali odstotke 
pozitivnih celic in MFI Pt iz novega osnovnega 10-barvnega panela Pt z rezultati, 
pridobljenimi z rutinskim 4-barvnim osnovnim panelom. Za ugotavljanje statistično 
značilnih razlik med skupinami smo uporabili neparametrična testa: Mann-Whitneyjev U-
test in korelacijo po Spearmanu. 
 
Za razločevanje med RLP in BCL ter klasifikacijo BCL je pomembno, da pravilno ocenimo 
ali so populacije celic pozitivne za določen označevalec. Ugotovili smo, da je korelacija med 
odstotki pozitivnih celic visoka do zelo visoka. Tudi primerjava deleža pozitivnih celic 
dobljenih s  Pt v novem in rutinskem panelu (Mann-Whitney U-test) ni pokazala statistično 
značilnih razlik med Pt. Z uporabo novega 10-barvnega panela smo tako lahko določili enak 
imunofenotip kakor z uporabo 4-barvnega panela in zato enako zanesljivo klasificirali BCL. 
Prav tako nas je zanimalo ali obstajajo razlike med meritvami MFI z obema paneloma. 
Primerjava MFI je pokazala statistične razlike za Pt Kappa, CD45, FMC7 in CD3. Pt Kappa 
in FMC7 imata zelo visoko korelacijo, CD3 primerno, CD45 pa nizko, a statistično značilno 
različno korelacijo (p=0,116) med MFI.  
 
Vzrok statistično značilne razlike za Pt Kappa-FITC (p=0,003, Mann-Whitney U-test) je 
najverjetneje v različni izkušenosti oseb, ki so pripravljale vzorce s 4-barvnim rutinskim 
osnovnim panelom in novim 10-barvnim osnovnim panelom. Zaradi napake pri odlivanju 
supernatanta med pripravo vzorca za nov 10-barvni osnovni panel, je prišlo do večjega 
volumna vzorca in posledično bolj razredčenega Pt ter nižje meritve MFI. Napake pri 
odlivanju supernatanta imajo lahko vpliv na vsa Pt, največji pa je ravno pri lahkih verigah.   
Močno statistično značilna (p<0,0001, Mann-Whitney U-test) je bila razlika med MFI 
CD45, CD3 in FMC7.  
 
Razlike med MFI za Pt CD45 in CD3 smo pričakovali. Za ti dve Pt smo namreč izbrali 
barvili V500 in APC-Cy7, ki imata nizko svetilnost. Antigena CD45 in CD3 nimata 
pomembne diagnostične vloge za določanje BCL, saj CD45 označuje limfatične celice, CD3 
pa celice T. 
 
Razloga za statistično značilno razliko med MFI za Pt FMC7 sta dva. Prvi je, da je svetilnost 
barvila V450 nižja, kot svetilnost barvila FITC.(Preglednica 1). Drugi razlog pa je lahko, da 
je FMC7 epitop molekule CD20 ( Serke S in sod., 2001). Ker sta CD20 in FMC7 v novem 
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10-barvnem osnovnem panelu skupaj v epruveti, se zaradi steričnih ovir lahko zgodi, da se 
FMC7 ne veže na vezavno mesto na celici, kjer je že vezano Pt CD20. Posledično dobimo 
statistično značilne razlike v rezultatih meritev MFI. 
 
Prednosti in slabosti novega panela  
 
Zaradi pipetiranja Pt v le eno epruveto, smo skrajšali čas potreben za pripravo in merjenje 
vzorcev za povprečno 6 minut. Za meritev vzorca z novim 10-barvnim osnovnim panelom 
smo v povprečju potrebovali 2 minuti, z rutinskim 4-barvnim osnovnim panelom pa 8 minut. 
Z novim panelom Pt smo tako prihranili povprečno 6 minut za merjenje vzorcev na 
pretočnem citometru. To pomeni, da bomo pri merjenju 10 vzorcev, prihranili kar 60 minut.  
Čas za pripravo vzorca, pa bi lahko še bolj zmanjšali (prib. 3 min), če bi imeli že vnaprej 
pripravljene mešanice Pt, kot to delajo v nekaterih laboratorijih. Ko se bo nov 10-barvni 
osnovni panel Pt začel uporabljati v vsakodnevni rutini, se bo vnaprej pripravljalo tudi 
mešanice Pt. Prednost že vnaprej pripravljene mešanice je poenostavljeno pipetiranje Pt in 
zmanjšno tveganje za napake pri dodajanju Pt. Hkrati založna Pt lahko hranimo v hladilniku 
in so manjkrat izpostavljena svetlobi. Mešanice mnogi laboratoriji pripravijo sami potem pa 
jih testirajo ali delujejo enako dobro, kot če bi Pt pipetirali posamezno in hkrati ugotavljajo,  
kako dolgo mešanica Pt deluje dobro (Johansson U, 2014). 
 
Cena Pt Kappa in Lambda je v novem 10-barvnem osnovnem panelu enaka, kot v rutinskem 
4-barvnem osnovnem panelu, saj sta vezani na isti barvili (FITC in PE). Tudi Pt CD20 je 
vezano na APC v obeh panelih, vendar je v novem 10-barvnem osnovnem panelu to Pt 
dražje, ker smo mu s titracijo določili volumen 5µl, v rutinskem panelu pa ga dodajamo po 
3 µl. Pt CD5, CD19 in CD10 imajo v novem 10-barvnem osnovnem panelu nižjo ceno, kot 
v rutinskem 4-barvnem osnovnem panelu, Pt CD20, CD23, FMC7 in CD3 pa višjo.   
 
Izračunali smo, da je cena Pt v novem panel Pt višja za 12,09 EUR. To lahko pripišemo 
uporabi Pt, ki so označena z novimi barvili, za katere pa pričakujemo, da bo njihova cena v 
prihodnosti padla. Pri ceni novega 10-barvnega osnovnega panela moramo upoštevati, poleg 
cene uporabljenih Pt, tudi štirikrat manjšo porabo pufra (Cell Wash-BD Biosciences, San 
Jose, ZDA) in amonijevega klorida za liziranje eritrocitov (v kolikor je potrebna hemoliza). 
Hrbtenični marker (CD19) smo odpipetirali le enkrat (3µl), medtem ko CD19 v rutinskem 
4-barvnem osnovnem panelu dodamo v vsako epruveto (skupaj 20 µl). Porabili smo tudi 
manj laboratorijskega pribora (epruvete, nastavki za pipetiranje). Znižali smo čas uporabe 
pretočnega citomera in skrajšali čas, ki ga tehnik porabi za pripravo ter merjenje vzorca. Ob 
upoštevanju vseh omenjenih dejavnikov lahko zaključimo, da je cena novega 10-barvnega 
osnovnega panela nižja. Tudi drugi raziskovalci poročajo, da so z uporabo več reagentov v 
le eni epruveti, prihranili količino reagentov in posledično znižali stroške panela (Mahdi T., 
2016), prihranili pa so tudi čas za pripravo vzorca, nastavitve in analizo vzorca (Benjamins 
D., 2014).   
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Suspenzijo celic, ki jo pripravimo za IPC v našem in v drugih laboratorijih, ki uporabljajo 
4-barvni osnovni panel Pt, razdelimo v 4 epruvete. To lahko naredimo le, v kolikor imamo 
dovolj vzorca. Hkrati moramo vzorec prihraniti še za morebitne nadaljnje analize.(Zeppa P., 
2009). Ena največjih prednosti novega 10-barvnega osnovnega panela je v majhni porabi 
vzorca. Ker je celoten panel Pt v eni epruveti, porabimo 4x manjši volumen vzorca, kot z 
rutinskim 4-barvnim osnovnim panelom. Na tak način smo prihranili količino vzorca za 
morebitne nadaljnje preiskav oz. se izognili težavam, ki nastanejo, če vzorca dobimo 
premalo, da bi lahko odmerili 200.000 celic za 4 epruvete. Liu in sod. poročajo, da je bilo 
med 127 ABTI vzorci 6 takih, ki je vsebovalo premalo celic za analizo IPC z njihovim, sicer 
3 barvnim panelom. 
 
Kompozitni limfom je pojav dveh različnih malignih limfomov v istem tkivu ali organu 
(Kim H., 1993). Med potekom naše raziskave smo analizirali 2 primera kompozitnega 
limfoma. Prvi primer kompozitnega limfoma sta predstavljala DVCBL in periferni T-celični 
limfom. Ker je novi 10-barvni osnovni panel Pt namenjen analizi le BCL, smo lahko določili 
le da gre za BCL, katerega celice so FMC7 pozitivne in šibko CD5 pozitivne. Uporabili smo 
še eno epruveto z vzorcem, ki smo mu  opredelili imunofenotip limfocitov T in ugotovili, da 
je izraženje Ag spremenjeno. Posledično smo sumili na možnost kompozitnega limfoma. 
Drugi primer kompozitnega limfoma pa je imel kombinacijo LMC+FL. Tu se je pri analizi 
rezultatov pokazala velika prednost novega panela. Ker so vsa Pt združena v eni epruveti, 
smo lažje opazili, da gre za dve različni populaciji limfomskih celic in ju tudi klasificirali. 
Obe limfomski populaciji celic sta izražali CD19 in κ lahko verigo. Celice LMC so bile CD5 
pozitivne in CD10, CD23 ter FMC7 negativne. Celice FL pa so bile CD10 in CD23 
pozitivne, FMC7 šibko pozitivne in CD5 negativne. 
 
V rutinskem 4-barvnem osnovnem panelu Pt CD5, CD23 in FMC7 niso v isti epruveti kot 
Pt CD10. Zato brez dodatnih analiz klonalnosti CD10 in CD5 pozitivnih celic ni bilo možno 
opredeliti. Posledično smo zaradi zasnove panela lahko diagnosticirali le CD10 pozitivni 
limfom.  
 
Klinični pomen 10-barvnih panelov Pt je leta 2016 pokazal Mahdi T. s sod z raziskavo, v 
kateri so 2600 vzorcev (iz kostnega mozga, krvi, ABTI vzorcev, vzorcev bezgavk in 
plevralnih izlivov) analizirali z 10-barvnim panelom Pt za celice B in 10-barvnim panelom 
Pt za celice T. Izmed vseh vzorcev jih je 790 pokazalo vsaj 1 populacijo aberantnih celic B. 
41/790 vzorcev pa je pokazalo 2 aberantni populaciji celic B. Čeprav je bila frekvenca 
zaznave 2 aberantnih populacij enaka kakor pri testiranju s 3-barvnim panelom Pt, so Mahdi 
T. in sod. s študijo prišli do enakih zaključkov kot mi: ker 10 barvni panel Pt omogoča 
uporabo le 1 epruvete, v kateri so vsa Pt, lahko analiziramo vse populacije celic B istočasno. 
To je zlasti pomembno za pravilno diagnozo BCL. 13/41 v omenjeni študiji je imelo 2 
populaciji celic B z različno restrikcijo na lahke verige, kar pomeni, da je bila ena populacija 
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κ pozitivna, druga pa λ pozitivna. Med 41 vzorci je bilo 5 takih, da sta obe populaciji 
aberantnih celic B imeli restrikcijo na enako lahko verigo, čeprav so bili imunofenotipi med 
populacijama značilno različni. V 23 od 41 vzorcev pa sta imeli obe aberantni populaciji 
restrikcijo na enako lahko verigo, a se je njun imunofenotip razlikoval le v enem ali 2 
markerjih (Mahdi T. in sod., 2016).  
 
Zaključimo lahko, da je pretočna citometrija zelo pomembno sredstvo za odkrivanje, in 
določanje lastnosti različnih limfomov ter diagnosticiranje pacientov s kompozitom 
limfomom.   
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SKLEPI 
 
-Z našo raziskavo smo pokazali, da so rezultati 10-barvnega osnovnega panela primerljivi 
rezultatom 4-barvnega osnovnega panela in, da je novi 10-barvni panel primeren za uporabo 
v rutinski diagnostiki.  
 
-Imunofenotip limfoidnih celic in postavljanje diagnoze so se pri vseh vzorcih (100 %) 
skladali z imunofenotipom in diagnozo, pridobljeno z rutinskim 4-barvnim osnovnim 
panelom.  
 
-Klonalnost limfocitov B smo lahko opredelili na več različnih populacijah, povečali 
zanesljivost metode in omogočili diagnosticiranje kompozitnih limfomov. 
 
 -Novi 10 barvni osnovni panel bo omogočil IPC praktično vseh citoloških vzorcev, tudi 
tistih, ki imajo zelo malo celic in do sedaj zanje IPC ni bilo možno narediti.  
 
-S titracijo Pt smo izboljšali signal in znižali stroške uporabe Pt. Titrirani volumni, ki smo 
jih določili, so bili od 1µl do 15µl manjši od priporočenih volumnov proizvajalca.   
 
-Cena Pt v novem 10-barvnem osnovnem panelu je zaradi uporabe novejših in dražjih barvil 
sicer višja od Pt rutinskega 4-barvnega panela, vendar je cena celotnega testa z novim 
panelom nižja, če upoštevamo dejstvo, da smo porabili 4x manj reagentov (spiralni pufer, 
amonijev klorid (v kolikor je bila potrebna hemoliza) in laboratorijskega pribora (epruvete, 
nastavki za pipetiranje). Prav tako smo zmanjšali  zasedenost pretočnega citomera in 
skrajšali čas, ki ga laboratorijski tehnik porabi za pripravo in merjenje vzorca. 
 
-Za pripravo celic za IPC z novim 10-barvnim osnovnim panelom smo porabili manj časa, 
kot za pripravo celic za IPC z rutinskim 4-barvnim osnovnim panelom Pt.  
 
-Za merjenje vzorcev na pretočnem citometru z novim 10-barvnim osnovnim panelom smo 
porabili povprečno 6 minut manj časa na epruveto, kot za merjenje rutinskega 4-barvnega 
osnovnega panela. 
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6 POVZETEK 
 
V sklopu magistrske naloge smo želeli sestaviti optimalno 10-barvno kombinacijo Pt za 
diagnostiko BCL iz vzorcev ABTI bezgavk, s pomočjo katere bi izboljšali razlikovanje med 
RLP in BCL. Posledično bi zmanjšali število napačno postavljenih diagnoz in omogočili 
hitrejšo ter cenovno ugodnejšo pot do pravilne diagnoze. Postavili smo si tri delovne 
hipoteze. Želeli smo preveriti ali bomo novi panel IPC lahko uporabili tud za testiranjei 
vzorcev z zelo majhnim številom celic (prva hipoteza) in ali bomo lahko klonalnost 
limfocitov B opredelili na več različnih populacijah in s tem povečali zanesljivost metode 
(druga hipoteza). Prav tako smo želeli preveriti v kakšni meri, če sploh, bodo  rezultati IPC 
meritev z novim 10-barvnim osnovnim panelom korelirali z rezultati meritev rutinskega 4-
barvnega osnovnega panela (tretja hipoteza).  
 
Najprej smo testirali delovanje Pt, ki smo jih želeli uporabiti v novem panelu. Osem Pt smo 
preverili že predhodno na 110 vzorcih v sklopu testiranja 14-barvnega panela za 
nizkocelularne vzorce. Korelacija odstotka pozitivnih celic za Pt kappa, lambda, CD5, 
CD19, CD20, CD45 in CD10 je bila zelo visoka, statistično značilna. Korelacijski koeficient 
je bil med 0,996 do 0,968. V deležu pozitivnih celic, ki smo ga določili s testnimi Pt in Pt  v 
rutinski diagnostiki, ni bilo značilnih razlik. 
 
Dve Pt, ki nista bili testirani v sklopu testiranj 14 barvnega panela za nizkocelularne vzorce 
smo testirali naknadno, skupaj s Pt CD23-APC-R700. S slednjim smo nadomestili Pt CD23- 
APC-AF700, ki ni bilo primerno. Razlika med delovanjem Pt CD23- APC-AF700 in Pt 
CD23-PE (rutinski 4-barvni osnovni panel) je bila statistično značilna (p<0,001). Naknadno 
smo tri Pt (CD23-APC-R700, FMC7-V450 in CD3-APC-Cy7) testirali na 25 vzorcih, za 
katere smo vedeli, da so pozitivna za te označevalce. Korelacija odstotka pozitivnih celic za 
ta tri Pt je bila zelo visoka, statistično značilna. Korelacijski koeficient je bil med 0,982 in 
0,971.  
 
Po testiranju delovanja Pt, smo opravili nastavitve pretočnega citometra, kompenzacijo in 
titracijo Pt. Na koncu smo novi 10-barvni osnovni panel testirali na 48 vzorcih. Njegovo 
delovanje smo preverili na 10 vzorcih RLP in na 38 vzorcih BCL. Vključili smo 
najpogostejše BCL, ki jih analiziramo v laboratoriju za citopatologijo, OIL: FL, LPC, KLL, 
DVBCL, LMC. Novi 10-barvni osnovni panel smo testirali tudi na 2 primerih kompozitnih 
limfomov.  
 
Ugotovili smo, da je korelacija med odstotki pozitivnih celic visoka (0,674) do zelo visoka 
(0,991). Tudi primerjava deležev pozitivnih celic, dobljenih s Pt v novem in rutinskem 
panelu ni pokazala statistično značilnih razlik med Pt. Z uporabo novega 10-barvnega 
osnovnega panela smo tako lahko določili enak imunofenotip, kot z uporabo rutinskega 4-
barvnega osnovnega panela in zato enako zanesljivo opredelili in razvrstili BCL. 
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Nazadnje so nas zanimale še prednosti in slabosti novega panela. Z novim panelom smo 
skrajšali čas potreben za pripravo in merjenje vzorcev za povprečno 6 minut in znižali 
njegovo celokupno ceno, znižali smo zasedenost pretočnega citomera in skrajšali čas, ki ga 
laboratorijski tehnik porabi za pripravo ter merjenje vzorca. Z uporabo novega 10-barvnega 
osnovnega panela smo zmanjšali porabo vzorca (potrebujemo ga štirikrat manj, kot za 
analizo z rutinskim panelom). Veliko prednost novega panela smo pokazali tudi na primeru 
analize vzorca bolnika s kompozitnim LMC in FL. Ker so vsa Pt združena v eni epruveti, 
smo lažje opazili, da gre za dve različni limfomski populaciji celic. Celice LMC so bile CD5 
pozitivne in CD10, CD23 ter FMC7 negativne. Celice FL pa so bile CD10 in CD23 
pozitivne, FMC7 šibko pozitivne in CD5 negativne. 
 
Rezultati naše raziskave so potrdili vse tri postavljene hipoteze. Ker smo z novim 10-
barvnim osnovnim panelom prišli do enakih imunofenotipov, kot z rutinskim 4-barvnim 
osnovnim panelom, smo potrdili, da je novi 10-barvni osnovni panel primeren za uporabo v 
vsakodnevni rutinski diagnostiki BCL. Z njim bomo IPC lahko izvedli tudi pri vzorcih z zelo 
majhnim številom celic, saj za analizo takih vzorcev potrebujemo štirikrat manjši volumen 
vzorca, kot z rutinskim 4-barvnim osnovnim panelom. 
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